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La division cellulaire (mitose) et la migration cellulaire dirigée vers un gradient de 
chimioattractants (chimiotaxie) sont deux processus fondamentaux en biologie cellulaire qui 
impliquent tous les deux la polarisation de la cellule. Dans la mitose, la polarisation de la cellule 
est bipolaire, définissant des pôles opposés de la cellule vers lesquels les chromosomes et le 
contenu cellulaire des futures cellules filles en division sont attirés. En revanche, la chimiotaxie 
nécessite une polarisation unipolaire, définissant un pôle dirigeant (avant) et une queue 
traînante (arrière). Ces modes de polarisation différents sont fondamentalement 
incompatibles. Il est donc intuitivement évident qu’une cellule en division aiguë ne peut pas 
simultanément déclencher un mécanisme de polarisation contradictoire, mais qu’elle doit 
rester insensible aux signaux chimiotactiques. Étonnamment, la démonstration d’une 
dichotomie entre mitose et chimiotaxie n’avait pas été faite. De plus, on ignore quand et 
comment une cellule en division devient insensible aux signaux chimiotactiques.  
 
Dans cette étude, nous démontrons l’existence de la dichotomie entre la chimiotaxie et les 
phases du cycle cellulaire dont le mode de polarisation est bipolaire, soit la fin de la phase G2 
et M dans un modèle humain, les cellules souches pré-B. Nous démontrons que ceci n’est pas 
dû à une réduction d’expression du récepteur chimioattractant en surface des cellules en 
phases G2 et M; de plus, la signalisation proximale du récepteur semble intacte. D’autres 
mécanismes qu’une régulation négative du récepteur chimioattractant lors des phases G2 et 
M doivent alors être envisagés. 
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Cell division (mitosis) and directed cell migration towards chemoattractants (chemotaxis) 
are two central processes in cell biology that both involve cell polarization. In mitosis, cell 
polarization is bipolar, defining opposite poles on the cell towards which chromosomes and 
cellular content of the eventually separating daughter cells are attracted. In contrast, 
chemotaxis ascending a concentration gradient of exogenous chemoattractants requires 
unipolar polarization, defining a leading edge (front) and a trailing end (rear). These different 
polarization patterns are fundamentally incompatible. It is thus intuitively obvious that an 
acutely dividing cell cannot simultaneously set off a conflicting polarization program, but must 
remain unresponsive to chemotactic cues. Surprisingly, no demonstration of the chemotaxis-
mitosis dichotomy has been published. Furthermore, it remains unknown when, and how, a 
dividing cells become unresponsive to chemotactic cues.  
 
In this study, we demonstrate the existence of the dichotomy between chemotaxis and 
mitosis in pre-B human cells. More specifically, we demonstrate that the dichotomy is not a 
cause of the reduction of cell surface expression of chemokine receptor during the cell 
synchronisation at the G2 and M phases’s border. We also prove that cells undergoing 
bipolarization at the G2 and M border still keep their proximal chemokine receptor-dependant 
signaling pathways. Other mechanisms than a negative regulation of the chemokine receptor 
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Gαi, β-arrestine, ERK 1/2  
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Le mouvement de déplacement d’un organisme ou d’un groupe d’organismes est appelé la 
migration cellulaire. Le terme de « migration » signifie des mouvements aléatoires plutôt que 
directionnelles. Si la migration est directionnelle, on parle de « -taxie ». Celle-ci peut être 
orientée selon divers stimulus tels que la concentration d’oxygène (aérotaxie), la température 
(thermotaxie), la lumière (phototaxie) ou un courant électrique (électrotaxie), pour ne 
nommer que quelques exemples.  À noter que sous certaines conditions, la migration cellulaire 
apparaît non directionnelle, mais ce n’est pas le cas de la chimiotaxie [1]. La chimiotaxie est le 
nom commun donné à la migration directionnelle cellulaire conduite par les chimioattractants, 
des messagers chimiques externes [2].  
 
Les cellules telles que certains mycètes, les cellules souches et les leucocytes nécessitent la 
chimiotaxie pour accomplir de façon adéquate leurs rôles respectifs. Ces mouvements ne sont 
pas générés de façon aléatoire; les cellules migrent vers ou en direction contraire à des tissus, 
des organes ou encore des régions riches en chimioattractants. Elles suivent ou fuient ces 
stimuli chimiques externes. La chimiotaxie est un phénomène fréquent : les lymphocytes T 
migrent vers un site d’inflammation en réponse au relâchement de chimioattractants lors de 
la réponse immunitaire, alors que les cellules souches du corps sont attirées dans les niches 
tissulaires jusqu’à leur différenciation [3, 4]. L’amibe Dictyostelium discoideum oriente sa 
migration vers la présence de bactéries pour les phagocyter et ainsi s’en nourrir, mais a 
tendance à engager une chimiotaxie afin de s’éloigner les unes des autres lorsqu’elles sont 





1.1.1 Polarisation unipolaire 
La direction de la chimiotaxie est donnée par un gradient de concentration de 
chimioattractants détecté par la cellule et traduit en une polarité cellulaire. Cette polarisation 
est essentielle à la direction de la migration, car elle permet de définir un pôle dirigeant (ou 
« leading edge » en anglais), et une queue trainante (« trailing end ») dans la cellule, à l’opposé 
et sur les côtés du front. Cette polarisation consiste en une réorganisation asymétrique du 
contenu cellulaire.  
 
1.1.2 Aspect dose-dépendant de la chimiotaxie 
La détection du gradient est opérée par l’occupation inégale des récepteurs du front 
comparé à l’arrière de la cellule. La chimiotaxie n’est pas possible à toutes les concentrations 
de chimioattractants, tel que décrit par Zigmond et Hirsch en 1973. En effet, une concentration 
trop faible ne permet pas la détection d’un gradient par les cellules, ce qui empêche la 
polarisation [7]. Dans le cas d’une concentration trop élevée, la polarisation se produira, mais 
les cellules ne pourront pas détecter de gradient, car tous les récepteurs seront occupés, et il 
n’y aura plus de différentiel d’occupation [7]. Toutefois, chaque cellule d’une population 
engagera le processus de migration dans une direction aléatoire, sans toutefois créer une 
direction dans le mouvement général de la population de cellules, résultant en un mouvement 
stochastique des cellules (voir Figure 1). Une concentration uniforme de chimioattractants ne 
permet pas non plus la détection d’un gradient, résultant aussi en un mouvement stochastique 
des cellules [7]. Ces phénomènes expliquent la forme classique de cloche observable en 
migration cellulaire par rapport à une concentration variable de stimuli (voir Figure 1) [7]. 
 
1.1.3 Chimioattractants 
Tel que mentionné précédemment, le nom « chimioattractants » est donné à tout composé 
chimique externe à une cellule qui permet de déclencher la chimiotaxie chez cette dernière en 
direction du gradient de la concentration du chimioattractant. Les chimioattractants se 
retrouvent sous plusieurs formes. Certains peuvent être inorganiques : le chlorure de sodium 




Figure 1. La chimiotaxie d’une population de cellules est donnée de façon dose-dépendante 
par la concentration de chimioattractants, formant une courbe en cloche.  
Cette image fut créée à partir de la banque d’images vectorielles Servier’s Vectorial Powerpoint images 









chimioattractants se retrouvent sous forme organique; les peptides formylés en N-terminale, 
des marqueurs de la présence de bactéries et de mitochondries, sont de forts 
chimioattractants pour les leucocytes dans la réponse immunitaire [9-12]. Il existe par ailleurs 
une large famille de chimioattractants organiques produits par les cellules de l’organisme, 
appelée les chimiokines. 
 
1.1.3.1 Chimiokines 
Les chimiokines sont de petites protéines dont la taille varie de 8 à 12 kDa [13]. Leur nom 
provient de la contraction des mots « cytokines » et « chimiotactiques » (ou encore 
« chemotactic cytokines », chemokines, en anglais). Comme leur nom indique, il s’agit de 
messagers peptidiques dont le rôle est de guider la chimiotaxie des cellules dans divers 
systèmes du corps [13]. La transduction du signal de toutes les chimiokines est assurée par des 
récepteurs de chimiokines, une famille de récepteurs appartenant à la classe des récepteurs 
couplés aux protéines G. 
 
1.1.3.1.1 Nomenclature des chimiokines 
Selon la dernière nomenclature de Zlotnik et Yoshie en 2012 [14], les chimiokines sont 
divisées en quatre grandes classes selon leur structure de pont(s) disulfure(s): Les chimiokines 
CC, les chimiokines CXC, les chimiokines C et les CX3C (voir Figure 2). Par exemple, la chimiokine 
CXCL12 possède deux ponts disulfures dont l’origine se trouve dans le domaine N-terminale, 
et dont les cystéines (C) sont séparées par un autre acide aminé quelconque (X). Le « L » signifie 
« Ligand ». À noter que l’ancienne nomenclature est encore présente dans la littérature; 
CXCL12 se présente parfois sous le nom SDF-1α pour « Stromal-derived factor 1 alpha ». 
 
1.1.4 RCPG 
Les récepteurs couplés aux protéines G, ou RCPG, constituent la plus grande superfamille 
de récepteurs transmembranaires produits chez l’humain [15]. Ces récepteurs ont en commun 
leur structure conservée comportant sept domaines (hélices α) transmembranaires. On les 





Figure 2. Structure simplifiée des chimiokines.  
















auxquelles sont liés les RCPG sont sous forme trimérique : la protéine Gα et le complexe Gβ/Gγ 
[16-19]. La sous-unité α est liée au GDP/GTP [18, 20]. La nature des sous-unités varie selon les 
récepteurs. Par exemple, la sous-unité Gα peut se retrouver sous l’isoforme Gαi ou Gαs, selon 
son activité inhibitrice ou stimulante de l’adénylate cyclase, sous l’isoforme Gα12/13 si elle 
active les RhoGEFS  (« Rho-Guanosine Exchange Factors », ou Facteurs d’échanges de 
Guanosine de Rho) ou encore sous l’isoforme Gαq si elle active la phospholipase C (PLC) [21]. 
  
1.1.4.1 Récepteurs de chimiokines 
Les récepteurs de chimiokines sont, tel qu’il a été mentionné précédemment, responsables 
de la transduction du signal apportée par les chimiokines, résultant normalement en une 
migration dirigée des cellules. À noter que certains récepteurs de chimiokines tels que CXCR7 
ne peuvent pas enclencher les voies de chimiotaxie, mais jouent toutefois un rôle de régulateur 
de celles-ci [22]. Ils sont associés à la membrane externe des cellules, permettant ainsi la 
détection des messagers externes. Les voies de signalisation régulées par les récepteurs de 
chimiokines peuvent varier d’un récepteur à un autre. Cependant, il est pertinent de noter que 
seuls les récepteurs liés à la sous-unité Gαi, non pas Gαs, Gα12/13 ou Gαq, peuvent induire les 
processus de chimiotaxie via leur sous-unité Gβγ [23]. Ainsi, les voies de signalisation menant 
à la chimiotaxie sont relativement universelles et conservées à travers les récepteurs de 
chimiokines induisant  la chimiotaxie. 
 
1.1.4.2 Signalisation des récepteurs de chimiokines 
 
1.1.4.2.1 Les protéines G hétérotrimériques et leur activation 
Tel que leur nom l’indique, les RCPGs sont liés à des protéines G hétérotrimériques. Ce 
complexe protéique est lui-même séparé en trois sous-unités : la sous-unité Gα, la sous-unité 
Gβ et la sous-unité Gγ. Les sous-unités Gβ et Gγ sont référées en tant qu’une seule sous-unité 
appelée « sous-unité hétérodimérique Gβγ ». Contrairement à la protéine Gα, elles forment 
un complexe indissociable lors de la signalisation intracellulaire, et ne peuvent se séparer que 




La liaison non covalente de la chimiokine au récepteur entraînera un changement de 
conformation dans la structure tridimensionnelle du récepteur de chimiokines; le récepteur 
est ainsi sous sa forme active [25-27]. Ce changement de conformation favorisera l’échange 
du GDP de la sous-unité Gα pour un GTP [28]. La sous-unité Gα ainsi activée peut se détacher 
du récepteur ainsi que de la sous-unité Gβγ, et se relocaliser auprès de son ou ses effecteurs. 
La relâche de la protéine Gα permet par la suite à la sous-unité hétérodimérique Gβγ d’activer 
ses propres effecteurs [28]. 
 
1.1.4.2.2 Les Gα 
Chez les mammifères, la sous-unité Gα se présente sous diverses formes selon le récepteur 
impliqué : il peut s’agir de la Gαi, la Gαs, la Gαq, la Gα12/13 ou de la Gαt. Tel qu’il a été  
mentionné antérieurement, seuls les récepteurs liés à la Gαi engagent la chimiotaxie. 
Cependant, même si les conditions exactes de son implication restent incomprises, nous 
aborderons aussi le rôle possible de la sous-unité Gα12/13 dans les processus signalétiques de 
la chimiotaxie. 
 
Lorsque le récepteur est activé par sa chimiokine, la sous-unité Gαi activée se dissocie du 
récepteur afin de réguler négativement l’adénylate cyclase [17]. L’adénylate cyclase est 
l’enzyme responsable de la conversion de l’ATP en AMPc, une molécule pouvant activer la PKA 
(Protéine Kinase A), une kinase ubiquitaire qui permet, entre autre, d’inactiver la « Myosine 
Light Chain (MLC) Kinase (MLCK)», ou kinase des chaînes légères de la myosine I, et favorise le 
recrutement du phophatidyinositol-3,4,5-trisphosphate (PIP3) à la membrane  [29-32].  
 
L’activation de la Gα12/13 permet à celle-ci de se dissocier du récepteur et ainsi d’activer 





1.1.4.2.3 La Gβγ 
L’activation de la protéine Gα permet à l’hétérodimère Gβγ de se dissocier du récepteur, le 
rendant ainsi actif [28]. La chimiotaxie est produite par la cascade signalétique des 
protéines G [33]. Ainsi, il a été démontré que lorsque la Gαi est inhibée par la toxine 
pertussique (pertussis toxin, ou PTX), elle ne peut plus échanger son GDP pour un GTP et ne 
peut se dissocier du complexe, empêchant la chimiotaxie CXCR4/CXCL12 chez les cellules T 
[34]. Les cibles primaires de Gβγ sont la protéine « Rat sarcoma virus-derived » (Ras) et la 
kinase de PIP3, PI3K.  
 
1.1.4.2.4 Les cascades signalétiques G-dépendante 
Les voies de signalisation des protéines G influençant la chimiotaxie peuvent être divisées 
en deux grandes cascades : la première, celle de la Gαi/Gβγ, et la deuxième, celle de la 
Gα12/13.  
 
1.1.4.2.4.1 Cascade Gαi/Gβγ-dépendante  
La Figure 3 ci-suivante illustre la cascade signalétique Gαi/Gβγ-dépendante. 
 
La sous-unité Gβγ, tel que mentionné précédemment, se dissocie du récepteur lors de 
l’activation de la protéine Gαi. Ceci lui permet d’aller activer Ras, un activateur de PI3K, ainsi 
que PI3K, une kinase permettant la transformation du phophatidyinositol-4,5-bisphosphate, 
ou PIP2 en phospholipide chargé phophatidyinositol-3,4,5-trisphosphate, ou PIP3 [35]. Le PIP3 
contient un site de recrutement de protéines contenant des domaines « pleckstrin-homology » 
(PH) tels qu’Akt, les RacGEFs (« Ras-related C3 botulinum toxin Guanosine Exchange Factors ») 
et la myosine I [36-38]. La liaison à PIP3 permet l’activation de ces protéines reconnues comme 
jouant, entre autres, des rôles clés dans la chimiotaxie des cellules. 
 
Les mécanismes d’implication de la kinase Akt dans la chimiotaxie ne sont pas encore tout 





Figure 3. Illustration de la cascade Gαi/Gβγ-dépendante.  
Cette image fut créée à partir de la banque d’images vectorielles Servier’s Vectorial Powerpoint images 
bank. À noter que la représentation spatio-temporelle des protéines n’est pas respectée. Gαi, Gβ et Gγ 
signifient « les protéines G trimériques, sous-unité α, β ou γ ». cAMP ou AMPc signifie « adénosine 
monophosphate cyclique ». PKA signifie « protéine kinase A ». ATP signifie « adénosine triphosphate ». 
MAPKKK signifie « kinases des kinases des kinases des protéines activées par la mitose ». Ras signifie 
« rat sarcoma virus-derived ». IP3 signifie « inositol triphosphate ». PLCβ signifie « phospholipase Cβ ». 
PIP2 et PIP3 signifie « phophatidyinositol-4,5-bisphosphate » et « phophatidyinositol-3,4,5-
trisphosphate », respectivement. Rac/cdc42 signifie « substrat C3, en relation avec Ras, de la toxine 
botulique/ Homologue de la protéine 42 contrôlant la mitose ». PI3K signifie « kinase de PIP3 ». Ca2+ 
signifie « ion calcium ». MLCK signifie « kinase de la chaîne légère de la myosine ». RacGEFs signifie 
« facteurs d’échange du guanosine de Rac (substrat C3, en relation avec Ras, de la toxine botulique) ». 





méthode de mutation dirigée et imagerie de protéines de fusion, l’équipe du Dr Firtel réussit 
à démontrer l’activation d’Akt et sa relocalisation dans le cytoplasme chez Dictyostelium 
discoideum [39]. Un an plus tard, l’équipe du Dr Ratajczak démontra la phosphorylation d’Akt 
dans les progéniteurs des érythrocytes humains lors de l’activation des CXCR4 par CXCL12 [40].  
Il semblerait qu’une des cibles de cette kinase soit la « p21-Activated Kinase a » (PAKa), une 
kinase requise dans l’assemblage de la myosine II [41]. 
 
Les RacGEFs permettent l’activation des GTPases Rac et Cdc42, que nous référerons sous la 
forme Rac/Cdc42. L’activation de Rac/Cdc42 amène à l’activation de WASP, la « Wiscott-
Aldrich syndrom protein » ou protéine du syndrome de Wiscott-Aldrich, et de PAK1, qui eux-
mêmes mènent à l’activation de Arp2/3 et la cofiline, respectivement [42-45].  
 
L’activation de la cofiline permet à celle-ci de venir se lier à de nouveaux filaments d’actine. 
Cette liaison d’actine/cofiline favorise le recrutement de la protéine Arp2/3 lors de la 
polymérisation des filaments d’actine : elle n’est cependant pas essentielle à ce dit 
recrutement [46, 47]. La myosine I, activée par le PIP3¸ vient stabiliser cette polymérisation, ce 
qui permet à la cellule de produire des formations d’actines sous forme de pseudopodes. 
 
Il existe une autre cible de la sous-unité Gβγ, soit la Phospholipase Cβ, ou PLCβ, dont le rôle 
primaire est la transformation de PIP2 (généré à partir de PIP3 par la phosphatase PTEN) en 
inositol trisphosphate, ou IP3 [48]. La formation d’IP3 contribue directement à la relâche d’ions 
calcium, Ca2+, dans le cytosol de la cellule; la présence de fortes concentrations de Ca2+ 
affecterait négativement la stabilité de l’adhésion des intégrines à la matrice extracellulaire 
[49, 50].  
 
L’ion de calcium pourrait jouer un rôle dans la stabilité du cytosquelette en rendant ce 
dernier plus rigide et moins dynamique, tel qu’il a été démontré en 2005 par microscopie à 
force atomique par l’équipe du Dre Ostafin [51]. La libération de Ca2+ mène aussi à l’activation 
de la MLCK par des voies Ca2+/Calmoduline dépendantes [31]. Par ailleurs, il est intéressant de 
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noter que la phosphorylation de la MLCK par la PKA induit une inactivation de celle-ci; la PKA 
étant une kinase AMPc-dépendante, son activité est elle-même indirectement inhibée par 
l’action de la Gαi [52].  
 
1.1.4.2.4.2 Cascade Gα12/13-dépendante 
La Figure 4  illustre cette cascade signalétique. 
 
La protéine Gα12/13, quant à elle, permet l’activation des RhoGEFs, malgré que les détails 
exacts de cette activation soient, à ce jour, inconnus [53-55]. Cependant, l’activation des 
RhoGEFs mène à l’activation de la GTPase RhoA, qui elle-même mène à l’activation du 
complexe ROCK/RhoA (où ROCK signifie « kinase associée à Rho ») [56-58]. Ce complexe 
permet la phosphorylation de la sous-unité liant la myosine sur la MLC phosphatase (MLCP), 
la rendant ainsi inactive [59, 60]. Cette inhibition de la MLCP favorise l’activité kinase de la 
MLCK, permettant la phosphorylation de la myosine II; lorsque phosphorylée, la myosine II 
peut se lier aux filaments d’actine et déstabiliser leur formation tridimensionnelle par des 
mouvements de contractions [61].  
 
1.1.4.2.5 La β-arrestine et la désensibilisation 
Ces signalisations se poursuivront jusqu’à la désensibilisation du récepteur, c’est-à-dire le 
moment où de nouvelles protéines G ne pourront plus se lier au complexe 
récepteur/chimiokine et ainsi s’activer. La partie cytosolique du récepteur, son C-terminal, se 
fera phosphoryler à certains sites cibles par une GRK, « G proteins-coupled Receptor Kinase », 
permettant ainsi le recrutement de la β-arrestine au C-terminal du récepteur [62]. Cette liaison 
termine la première vague de signalisation (protéines G-dépendante) et commence la 







Figure 4. Illustration de la cascade Gα12/13-dépendante.  
Cette image fut créée à partir de la banque d’images vectorielles Servier’s Vectorial Powerpoint images 
bank. À noter que la représentation spatio-temporelle des protéines n’est pas nécessairement 
respectée. Gα12/13 signifie « les protéines G trimériques, sous-unité α12/13. MLCK signifie « kinase de 
la chaîne légère de la myosine ». RhoGEFs signifie « facteurs d’échange du guanosine de Rho 
(Homologue de la famille de gênes Ras) ». ROCK signifie « kinase associée à Rho ». RhoA signifie 
« Homologue de la famille de gênes Ras, membre A ». MLCP signifie « phosphatase de la chaîne légère 
de la myosine ». PTEN signifie « Phosphatase homologue de la tensin ». PIP2 et PIP3 signifie 
« phophatidyinositol-4,5-bisphosphate » et « phophatidyinositol-3,4,5-trisphosphate », 
respectivement. Une flèche signifie une relation de stimulation ou production, alors qu’une barre rouge 
signifie une relation d’inhibition. 
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La voie de signalisation β-arrestine-dépendante la mieux connue est certainement celle des 
mitogen-activated protein kinase kinase kinase ou MAPKKK, dont le résultat est l’activation de 
la kinase ERK 1/2 par phosphorylation. Les mécanismes de ERK 1/2 dans la chimiotaxie restent 
mal caractérisés, mais une étude menée en 2012 chez les neutrophiles suggère que le rôle de 
p-ERK 1/2 serait de terminer la migration des cellules. Toutefois, cette activité serait inhibée 
par la p38 activant les GRK lorsque la polarisation unipolaire n’est plus détectable [63]. De plus 
amples études seront requises pour mieux comprendre ce phénomène de terminaison 
possiblement engendrer par la phosphorylation de ERK 1/2. À noter que certaines voies 
dépendantes des protéines G hétérotrimériques permettent aussi l’activation de ERK 1/2, mais 
les mécanismes restent à explorer [64]. 
 
La liaison de la β-arrestine au récepteur promeut aussi la formation des puits de clathrines 
[65]. Les puits de clathrines permettent l’endocytose du récepteur toujours lié à sa chimiokine, 
amenant ainsi à la dégradation de cette dernière et au recyclage ou à la dégradation du 
récepteur. Ce phénomène est appelé le « scavenging » des chimiokines et est nécessaire au 
maintien d’un gradient favorable à la chimiotaxie lorsque les concentrations de chimiokines 
deviennent trop élevées in vivo, tel que démontré par Boldajipour en 2008 : lorsqu’un 
knockdown de CXCR7 est effectué dans les embryons de poissons-zèbres, le développement 
embryonnaire révèle que les cellules n’ont pu suivre les gradients chimiotactiques [66]. Ce 
phénomène est aussi observable par l’injection de morpholinos dans les embryons, mais est 
réversible lorsque des morpholinos réduisent la production de CXCL12 : Boldajipour et ses 
collaborateurs démontrent donc que ce phénomène dépend de la proportion et relation entre 
les niveaux d’expression du récepteur CXCR7 et de la chimiokine CXCL12.  
 
Dans le cas de la chimiokine CXCL12, il est à noter que seul CXCR7 démontre une activité de 
scavenging. Aucune preuve à ce jour, ni dans les publications connues, ni dans les expériences 
au laboratoire, n’a pu démontrer une activité de dégradation de CXCL12 par CXCR4 [67]. Le 
rôle de la β-arrestine par rapport à la signalisation de CXCR4 semble donc être simplement 
d’internaliser le récepteur afin d’arrêter la signalisation par les protéines G hétérotrimériques 
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et non de maintenir un gradient externe de chimiokines par scavenging. Le manque de 
récepteurs scavenger n’inhibe cependant pas la réponse chimiotactique, mais la limite à des 
concentrations plus faibles de chimioattractants. 
 
1.1.4.3 Polarisation des cascades signalétiques des protéines G 
La distribution intracellulaire des cascades signalétiques des différentes protéines G 
impliquées dans la chimiotaxie mentionnées précédemment n’est pas uniforme. 
Effectivement, si la cellule doit acquérir une direction dans son mouvement, il faut que les 
cascades signalétiques au pôle dirigeant soient différentes de celles à la queue traînante et sur 
les côtés de la cellule.    
 
1.1.4.3.1 Au pôle dirigeant 
Le pôle dirigeant est l’extrémité de la cellule où le cytosquelette est le plus actif, car cette 
extrémité doit promouvoir l’extension des pseudopodes sur la matrice extracellulaire sur 
laquelle se déplace la cellule. 
 
C’est ici qu’on retrouve la cascade Gαi/Gβγ-dépendante menant à l’activation de la PI3K, 
des RacGEFs et de la polymérisation d’actine liée à la myosine I. Lorsque marquée avec une 
protéine fluorescente, il est possible de voir par microscopie que la PI3K n’est recrutée qu’à la 
membrane du pôle dirigeant, tel que l’a démontré Funamoto en 2002 [68]. Lorsque stimulées 
par un gradient chimioattractants, les cellules de levure altéraient la composition spatio-
temporelle de leur cytoplasme, le tout marqué par une redistribution de la PI3K au pôle 
dirigeant. Par conséquent, il en va de même pour la présence de PIP, normalement associé au 
cytosquelette actif [69].  
 
L’activation de Rac menant à la polymérisation de nouveaux filaments d’actine par 
embranchement sur le cytosquelette de microtubules permet à la cellule de former des 
extensions aplaties de son cytoplasme appelées les lamellipodes [70, 71]. Ceux-ci servent à 
propulser la cellule [72]. Sur ces lamellipodes se formeront des filopodes, de plus petites 
15 
 
extensions d’actine cylindriques dont le rôle est de trouver des points d’ancrage dans la 
matrice extracellulaire [72]. Leur formation est dirigée par Cdc42 [70, 73].  
 
La combinaison lamellipodes/filopodes permet donc à la cellule de se projeter vers le 
gradient de chimiokines favorables et de créer un point d’ancrage dans la matrice 
extracellulaire. Cependant, c’est la contraction dans la queue traînante qui donne le 
mouvement de propulsion. 
 
1.1.4.3.2 Dans la queue traînante 
La queue traînante est l’extrémité qui se contractera afin de donner la force motrice à la 
cellule pour permettre le déplacement. Elle est en opposition diamétrale quant à ses modes 
d’activation par rapport à la prolongation des pseudopodes du pôle dirigeant. Cette extrémité 
implique la voie Gα12/13 passant par les RhoGEFs, la formation du complexe ROCK/RhoA et 
l’activation de la myosine II engendrant la contraction des filaments d’actine déjà formés. 
 
De plus, cette extrémité ne comportant pas la voie Gαi/Gβγ-dépendante, l’activation de 
PI3K n’est ici pas possible. En fait, on y retrouve  la protéine exerçant le rôle opposé, soit PTEN 
[68]. Dans la queue traînante, c’est donc le phospholipide PIP2 qui prédomine. PIP2 peut être 
transformé en IP3 par la PLCβ, elle-même activée par le dimère Gβγ, menant à la relâche de 
Ca2+ et donc, l’activation de MLCK et de la myosine II. Il a été démontré que les concentrations 
d’ions calcium dans la cellule sont sous forme de gradient avec la portion plus concentrée au 
niveau de la queue traînante et la moins concentrée au niveau du pôle dirigeant [74]. 
 
C’est donc dans cette extrémité que la contraction de la myosine sur les filaments d’actine 





1.1.4.4 Maintien de l’asymétrie des voies de signalisation protéines G-dépendantes 
Le phénomène d’asymétrie dans la polarité de la cellule est bien documenté. Néanmoins, 
la question à savoir quels sont les mécanismes exacts impliqués dans ce phénomène n’a 
toujours pas été résolue à ce jour. Toutefois, il a été démontré que Rac/Cdc42 et RhoA 
joueraient un rôle essentiel dans le maintien de la polarisation de la cellule. Nous avons 
précédemment illustré que ces GTPases sont responsables, respectivement, du prolongement 
des lamellipodes et des filopodes par la polymérisation de nouveaux filaments d’actine au pôle 
dirigeant et de la contraction des structures d’actines existant dans la queue traînante par 
l’entremise de la myosine II. Afin d’assurer une migration dirigée, il est essentiel que Rac/Cdc42 
et RhoA n’entrent pas en conflit spatiotemporel l’une avec l’autre. 
 
Ainsi, en 2003, une équipe de New York a démontré la régulation négative de RhoA par des 
mécanismes Rac-dépendant [75]. Ainsi, Rac activerait des dérivés réactifs de l’oxygène, ou ROS 
pour  « Reactive Oxygen Species ». Ces ROS permettent l’activité de la GTPase responsable 
d’inhiber RhoA [75]. C’est ainsi que Rac prévient l’activité de RhoA au pôle dirigeant. 
 
Afin de prévenir l’apparition de lamellipodes et filopodes dans la queue traînante, des 
mécanismes RhoA-dépendant sont requis pour inhiber l’activité de Rac, tel qu’il a été 
démontré par Ohta et al. en 2006 [76]. La formation du complexe ROCK/RhoA permet la 
phosphorylation du complexe FilaminA/FilGAP, un complexe protéique exerçant une activité 
inhibitrice de Rac [76]. De plus, le complexe ROCK/RhoA permet l’activation de la LIM Kinase, 
une enzyme dont l’activité de phosphorylation permet de rendre inactif la cofiline [76]. Tel que 
mentionné, la cofiline est essentielle dans la polymérisation des filaments d’actine au pôle 
dirigeant.  
 
1.1.5 CXCR4 comme modèle de récepteur de chimiokine 
Dans le cadre du projet actuel, nous avons décidé de choisir le récepteur de chimiokines 
CXCR4 comme modèle de récepteur de chimioattractants. Typiquement, CXCR4 est associé 
aux cellules souches et permet leur migration dans les niches de la moelle osseuse [4, 77].  
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Cette migration est orientée par la seule chimiokine de CXCR4 : CXCL12 [78-80]. À noter, CXCR4 
n’est pas le seul récepteur de CXCL12; le récepteur de chimiokine CXCR7 peut aussi engendrer 
des cascades signalétiques lorsque stimulé par CXCL12 [81]. Le récepteur CXCR7 n’enclenche 
cependant pas la chimiotaxie, car il ne lie pas Gαi; il est plutôt responsable du « scavenging » 
de CXCL12 [66]. 
 
CXCR4 est typiquement connu pour s’associer à Gαi [82, 83]. Par contre, son interaction 
avec Gα12/13 a été démontrée en 2006 par Tan et al. par des essais d’immunoprécipitation, 
en plus de démontrer leur rôle commun d’activation de la voie RhoGEFs dans la chimiotaxie 
[54]. Cette même interaction fut reportée quelques années plus tard par deux autres équipes 
de façon plus exhaustive [53, 55]. Malgré cela, l’association préférentielle de CXCR4 pour Gαi 
ou Gα12/13 selon les conditions reste partiellement incomprise. 
 
1.2 Cycle cellulaire 
La division cellulaire est le processus biologique permettant l’accroissement d’une 
population de cellules. Elle permet la réplication d’une cellule mère en deux cellules filles, 
doublant ainsi la population initiale de cellules. Dans le corps, ce processus permet la 
production de cellules spécialisées à partir des cellules souches, ou encore la duplication de 
cellules spécialisées lorsque nécessaires : lors de la présentation d’antigènes durant la réponse 
immunitaire, les lymphocytes T spécifiques amplifieront leur population afin de mieux 
combattre l’agent infectieux [84, 85].  
 
1.2.1 Les phases du cycle cellulaire 
Avant de pouvoir se dupliquer, une cellule doit traverser diverses phases et points de 





1.2.1.1 La phase G1 
La cellule doit d’abord accumuler les ressources nécessaires à la duplication de son matériel 
génétique : les protéines impliquées dans la réplication de l’ADN, les nucléotides qui serviront 
à répliquer le matériel génétique, les sources d’énergie comme l’ATP, etc. Celles-ci 
s’accumuleront dans le cytoplasme de la cellule et l’amèneront ainsi à augmenter sa taille. 
Cette phase est appelée le « Gap 1 », ou phase G1 et permet à la cellule d’assurer le bon 
déroulement de la prochaine phase, la phase de synthèse ou phase S. 
 
1.2.1.2 La phase S 
Comme son nom l’indique, la phase de synthèse (phase S) permet à la cellule de dupliquer 
son matériel génétique en préparation de la division cellulaire. Elle passe donc d’un état « 2n » 
de l’ensemble de chromosomes (diploïdie) à un état dit « 4n » (tétraploïdie). Afin de doubler 
son matériel génétique, la cellule doit consommer une certaine portion des ressources 
accumulées durant la phase G1. Avant de pouvoir se diviser en deux cellules filles, elle doit 
repasser par un deuxième « Gap » appelé la phase G2. 
 
1.2.1.3 La phase G2 
La phase G2 possède essentiellement le même rôle que la phase G1. Effectivement, la 
cellule accumulera des ressources au courant de la G2, mais cette fois, en prévision de la 
division cellulaire. Cependant, cette étape permet aussi à la cellule d’établir des points de 
contrôle, car les dommages à l’ADN causent l’activation du suppresseur de tumeur p53 [86]. 
Ainsi, la présence de la phosphoprotéine p53 amène à l’arrêt de la progression du cycle 
cellulaire, et ce, jusqu’à la réparation des dommages à l’ADN ou jusqu’à la mort cellulaire [86]. 
 
À un certain moment durant la phase G2, mais juste avant la phase de mitose, l’état de 
polarisation de la cellule passera à un état bipolaire, afin de pouvoir procéder à la séparation 




1.2.1.4 La mitose 
La phase M, ou mitose, comporte toutes les étapes entre la condensation des 
chromosomes, leur alignement sur le fuseau mitotique jusqu’à la séparation de la cellule mère 
afin d’obtenir deux cellules filles. À noter que certains types cellulaires emploient la mitose 
sans toutefois donner deux cellules identiques, mais nous n’aborderons pas cet aspect. 
 
1.2.1.5 La phase G0 
Certaines cellules peuvent sortir des quatre étapes du cycle cellulaire : leur rôle n’est donc 
plus de se reproduire. On appelle cette phase la phase G0, où la cellule n’accumule que les 
ressources nécessaires à sa survie, souvent dans le cas de cellules matures. Cette phase ne sera 
pas abordée dans la présente étude. 
 
 La représentation du cycle cellulaire est illustrée à la Figure 5. 
 
1.2.2 Les CDK/cyclines 
La progression entre les phases du cycle cellulaire n’est pas aléatoire : elle est régulée par 
des points de contrôle biochimiques qui permettent d’assurer que la cellule est passée par 
certaines étapes, ou qu’elle a accumulé assez de réserves avant de procéder à l’étape suivante. 
Ces régulateurs du cycle cellulaire sont appelés les cyclines. Elles ont été observées pour la 
première fois par microscopie en 1983 par Evans et Hunt sous la forme de mRNAs qui 
apparaissaient et disparaissaient avant et après la mitose [87]. Leur transcription et synthèse 
sont donc régulées par le cycle cellulaire. À l’époque, Evans et Hunt ne purent donner un rôle 
spécifique à ces protéines. Nous savons maintenant que les cyclines sont des protéines 
régulatrices qui permettent d’activer les cyclin-dependant kinase ou CDK [88]. Les CDK sont 
des kinases qui normalement ne possèdent qu’une très faible activité enzymatique. 
Cependant, lorsque liées aux cyclines, elles deviennent hautement actives et permettent la 
phosphorylation de certaines cibles spécifiques. Par exemple, le couple CDK1/cycline B est un 
complexe ATP-dépendant permettant la progression de la cellule de la phase G2 jusqu’à la 






Figure 5. Représentation des diverses phases du cycle cellulaires  
Cette image est tirée de « University of Leicester, Department of Genetic, The cell cycle, mitosis and 
mesiosis, [En ligne], 
http://www2.le.ac.uk/departments/genetics/vgec/schoolscolleges/topics/cellcycle-mitosis-meiosis » 







transition entre la phase G1 et la phase S est induite par la cycline D couplée au dimère CDK4/6. 
L’inhibition de la formation du complexe Cdk4/6 bloque la transition vers la phase S du cycle 
cellulaire. 
 
La sous-unité cycline du complexe CDK/cycline permet donc de réguler l’activation du 
complexe, alors que la sous-unité CDK est responsable de l’activité catalytique du complexe. 
 
1.2.3 Polarisation bipolaire 
La mitose requiert un mode de polarisation dit bipolaire. Afin de pouvoir assurer une 
division efficace qui résultera en deux cellules identiques et fonctionnelles, les deux moitiés de 
la cellule devront attirer de façon équitable les ressources disponibles ainsi que le matériel 
génétique. Le matériel génétique est condensé sous forme de chromosomes à la plaque 
mitotique : la plaque mitotique forme ligne de symétrie dans la polarisation bipolaire. C’est 
aussi à la plaque mitotique que l’anneau contractile scindera la cellule mère en deux cellules 
filles [89].  
 
Les extrémités opposées à la plaque mitotique qui formeront les cellules filles sont à 
l’origine du cytosquelette actif dans la mitose. Lors de la phase S, le centrosome, composé de 
deux centrioles, se dupliquera en prévision de la phase de bipolarité [90]. À la fin de la phase 
G2 et au début de la mitose, les centrosomes commencent à migrer aux deux extrémités 
opposées de la cellule [90]. Lorsque migrés aux extrémités de la cellule, les kinétochores liés 
aux microtubules forment la structure cytosquelettique permettant aux centrosomes de tirer 
sur le matériel génétique condensé lors de la phase M. 
 
La cellule en mitose forme donc une structure polarisée de manière bipolaire : les 
extrémités tirant sur les chromosomes et la plaque mitotique. Or, cette phase de bipolarité 
doit déjà être entamée lorsque la cellule commence la mitose. C’est ainsi qu’en 1985, 
Mitchison et Nurse ont remarqué par microscopie que chez la levure S. pombe, durant la phase 
G2, la cellule commençait à faire croître son extrémité correspondant à l’une des futures 
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cellules filles; c’est ce qu’ils ont appelé le New End Take Off ou NETO [91]. Le NETO serait 
l’étape où la cellule entame son remodelage du cytosquelette passant d’un état unipolaire à 
un état bipolaire.  
 
1.3 Rôles, lors de la mitose, des protéines impliquées dans la chimiotaxie  
En contraste avec le mode de polarisation unipolaire de la chimiotaxie mentionné 
précédemment, il semble évident que ce dernier et le mode de polarisation bipolaire de la 
mitose ne peuvent coexister (voir Figure 6). C’est ainsi dire qu’il existe un phénomène de 
dichotomie entre la chimiotaxie et la mitose (et donc par extension la phase G2 post-
bipolarisation). Cette dichotomie inclut effectivement la phase G2 à la frontière de la phase M, 
car selon le modèle du NETO, une cellule en phase G2 doit déjà avoir engagé un mode de 
polarisation bipolaire avant son entrée en mitose. 
 
Cependant, ces deux phénomènes possèdent plusieurs similarités. Le pôle dirigeant de la 
cellule, responsable de l’extension des lamellipodes et filopodes durant la chimiotaxie, 
ressemble aux deux extrémités polarisées qui attireront les chromosomes durant la phase  
G2/M. De plus, la queue traînante responsable de la contraction de la cellule lors de la 
chimiotaxie comporte de fortes similarités avec le centre d’une cellule qui donnera, lors de la 
mitose, la contraction nécessaire afin de diviser la cellule mère en deux cellules filles. 
 
1.3.1 Les effecteurs de la chimiotaxie impliqués dans la division cellulaire 
En effet, plusieurs effecteurs de la chimiotaxie précédemment mentionnés possèdent un 
rôle dans le processus de division cellulaire.  
 
La protéine Gαi est retrouvée à la plaque mitotique durant la mitose et se lie aux 
kinétochores afin de créer un lien entre ceux-ci et les chromosomes, tel que l’a démontré 
Crouch en 1997 chez les fibroblastes [92]. De plus, lorsque les fibroblastes sont traités à la PTX, 






Figure 6. Les modes de polarisation unipolaire (chimiotaxie) et bipolaire (mitose) sont 
incompatibles de par leur nature.  
La nomenclature des extrémités « + » et « - » est utilisée afin d’accentuer le parallèle entre les modes 
de polarisation. Cette image fut créée à partir de la banque d’images vectorielles Servier’s Vectorial 


















en phase M, et ainsi procéder à la phase G1; elles ne peuvent se séparer et restent figées en 
mitose [92].  
 
Durant la mitose, le dimère Gβγ et la β-arrestine se relocalisent aux centrosomes afin 
d’interagir avec la βγ-tubuline (une protéine structurale requise dans l’assemblage des 
microtubules); une inhibition du dimère Gβγ ou de la β-arrestine altère l’orientation de la 
plaque mitotique. [93, 94]. 
 
Dans la chimiotaxie, la PI3K est séquestrée au pôle dirigeant, alors que PTEN est assigné à 
la queue traînante. Ainsi, Janetopoulos a démontré en 2005 que cette distribution se transpose 
au niveau de la mitose : lors de la division chez l’amibe Dictyostelium discoideum, PI3K se 
retrouve aux extrémités qui donneront les cellules filles, alors que PTEN se retrouve sur la 
plaque mitotique [95]. Leur rôle respectif reste à ce jour incompris, mais nous savons que PIP3 
est normalement associé à la membrane cellulaire du cytosquelette actif (polymérisation de 
l’actine lors de la chimiotaxie, extension des microtubules à partir des centrosomes lors de la 
mitose). 
 
Finalement, les Rho GTPases jouent aussi des rôles cruciaux dans la mitose : Rac/Cdc42 est 
un régulateur de l’attachement des bras de microtubules sur les kinétochores alors que RhoA 
est requis à la plaque mitotique dans l’assemblage de l’anneau contractile [96-98]. 
 
Ainsi, il semble évident qu’afin de préserver l’intégrité d’une cellule, celle-ci n’engagera pas 
les mécanismes de chimiotaxie lorsqu’elle se divise et vice-versa. En 2005, Janetopulos fut le 
premier à décrire cette dichotomie entre chimiotaxie et mitose chez l’amibe Dictyostelium 
discoideum [95]. Cependant, aucune équipe n’a démontré le modèle de type NETO, qui prévoit 
la bipolarisation de la cellule avant son entrée en G2, chez les cellules humaines. De plus, 
aucune recherche à ce jour ne s’est penchée sur les mécanismes régulant ce phénomène de 





Dans cette étude, nous tenterons de démontrer la dichotomie entre chimiotaxie et la 
mitose/G2-post bipolarisation, laquelle n’a jamais été mise en évidence dans les cellules de 
mammifères. Dans un deuxième temps, nous tenterons de contribuer à la compréhension des 
mécanismes impliqués dans cette dichotomie. Nous utiliserons comme modèle les cellules 
Reh, une lignée cellulaire de lymphocytes pré-B exprimant le récepteur CXCR4 à leur surface 
et répondant par chimiotaxie à la présence d’un gradient de concentration de la chimiokine 
CXCL12 [99].  
 
Pour ce faire, nous poursuivrons les objectifs suivants : 
 
i) Tester si les cellules Reh synchronisées à la frontière de la phase G2 et de la mitose 
répondent toujours par chimiotaxie aux chimiokines; 
ii) Tester l’expression en surface de CXCR4 des cellules Reh lors de la synchronisation à la 
frontière des phases G2/M; 
iii) Tester l’endocytose de CXCR4 par la stimulation avec CXCL12 sur les cellules Reh lors 
de la synchronisation à la frontière des phases G2/M; 
iv) Tester la réponse de la voie Gαi CXCR4/CXCL12-dépendante lors de la synchronisation 
des cellules Reh à la frontière des phases G2/M; 
v) Tester la phosphorylation de ERK 1/2 lors de la stimulation au CXCL12 des cellules Reh 










2. Matériels et méthodes 
 
2.1 Plasmide 
Le plasmide pcDNA3.1+-GFP10-Epac-Rluc3 fut digéré à l’aide de NheI et XbaI, puis inséré 
dans pCCLsin-hPGK vide par la méthode de Gibson Assembly (New England Biolab, Canada) 
afin d’obtenir le plasmide pCCLsin-hPGK-GFP10-Epac-Rluc3 [100]. pCCLsin est un vecteur dont 
l’expression est possible lors de l’infection lentivirale, hPGK est un promoteur endogène chez 
l’humain, et GFP10-Epac-Rluc3 nous permettra d’obtenir le rapporteur BRET nécessaire à 
l’étude des mesures de l’activité de la protéine Gαi [101-103]. 
 
2.2 Les cellules Reh et CXCR4 
La lignée cellulaire lymphoïde pré-B Reh possède un taux de division élevé (le temps de 
duplication est de 18 heures). Elle exprime fortement le récepteur CXCR4 à leur surface, et 
répond aux signaux chimiotactiques engendrés par la chimiokine CXCL12 [99]. Cette ligné est 
donc dotée des capacités requises pour l’étude de la dichotomie entre chimiotaxie et mitose, 
et a été choisie comme cellule modèle.  
 
2.3 Culture cellulaire 
Les cellules Reh ont été cultivées dans un milieu Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 
complémenté avec 10 % de sérum de veau fœtal décomplémenté (Wisent, Rocklin, CA) et 100 
unités/mL de pénicilline/streptomycine, selon les spécifications techniques de ATCC [104]. 
 
2.4 Arrêt de cycle cellulaire et marquage au propidium iodide 
Afin de synchroniser les cellules Reh en phase G2 ou G1, et pour le contrôle « non 
synchronisées », elles sont mises en présence des inhibiteurs RO3306 10 µM (resuspendu dans 
le DMSO), PD0339921 3 µM (resuspendu dans le DMSO), ou une quantité équivalente de 
DMSO pendant 20 heures, respectivement. Le RO3306 est un inhibiteur compétitif de l’ATP 
sur le couple CDK 1/cycline B, bloquant ainsi la progression des cellules de la phase G2 à la 
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mitose : les cellules sont donc à la frontière G2/M, mais ne sont pas en mitose [105]. Quant au 
PD0339921, il s’agit d’un inhibiteur compétitif sur la CDK4, inhibant les cellules en phase G1. 
Les quantités utilisées proviennent de tests d’optimisation faits au laboratoire de recherche et 
non dévoilés dans le présent travail. Les cellules sont ensuite diluées dans de l’éthanol 70 % 
froid dans un rapport 1 : 9 (volume final 10 mL) goutte à goutte, puis incubées à -20 oC pendant 
24 heures [106]. L’incubation dans l’éthanol froid permet de créer des pores dans les cellules, 
sans endommager le matériel génétique ni déchirer les cellules, en plus de retirer les molécules 
d’eau à l’intérieur de la cellule, ce qui facilitera la coloration au propidium iodide (PI) [107]. Les 
cellules ont ensuite été resuspendues dans la solution de coloration au PI (PBS RNAse A 100 
µg/mL, PI 100 µg/mL) où elles ont incubées pendant 30 minutes à température ambiante. Le 
PI  est un agent intercalant de l’ADN dont la fluorescence peut être détectée à une longueur 
d’onde d’excitation/émission de 550/635 nm [108]. Les cellules ont ensuite été passées au 
cytomètre en flux (BD FACScalibur, BD Bioscience, USA) afin de quantifier la fluorescence du 
PI : l’intensité de la fluorescence (exprimée en unités arbitraires) est proportionnelle à la 
quantité d’ADN contenue dans la cellule.  Un signal de 200 u.a. nous indique la présence de 
deux molécules d’ADN dans les cellules, alors qu’un signal à 400 u.a. nous indique la présence 
de quatre molécules d’ADN (elles ont donc été dupliquées) [109]. Un signal étendu entre ces 
deux pics « 2n » et « 4n » nous indique un état intermédiaire entre deux et quatre séries de 
chromosomes. Les données sont montrées en nombre de cellules en fonction des u.a. de PI.  
 
2.5 Essais de chimiotaxie 
La chimiokine CXCL12 recombinante (Peptrotech, USA) est resuspendue à des 
concentrations indiquées variant de 1 µM à 1 pM dans le milieu de migration (RPMI 1 % BSA) 
et distribuées dans les puits d’une plaque 96 puits de migration Chemo Tx © de Neuro Probe, 
inc [110].  Les cellules Reh sont resuspendues à 4x106 cellules/mL dans le milieu de migration, 
puis distribuées sur la membrane de migration à 10 000 cellules/puits (un puits mesure 3,2 
mm de diamètre, donc 8 mm2), où elles incuberont à 37 oC pendant 3 heures. La membrane 
est ensuite retirée et les cellules ayant migré dans les puits sont comptées avec des plaques 
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de comptage et un compteur Bio Rad TC 20 Automated Cell Counter [110]. Les données sont 
montrées en cellules ayant migrées en fonction de la concentration de CXCL12. 
 
2.6 Endocytose de CXCR4 
Les cellules Reh sont resuspendues à 4x106 cellules/mL dans du RPMI non complémenté 
pendant 1 heure avant l’essai. La chimiokine CXCL12 est diluée dans du RPMI non 
complémenté, puis mise en présence des cellules Reh à 37 oC. Des fractions sont recueillies à 
différents temps; l’endocytose est arrêtée par mélange à du PBS froid, sur glace, à proportion 
de 1 : 9 [111]. Les cellules sont ensuite centrifugées à 500 g pendant 7 minutes à 4 oC, avant 
d’être incubées pour 30 minutes dans une solution de marquage (PBS 1 % sérum de veau fœtal 
décomplémenté, 10 µg/mL d’anticorps Anti-CXCR4 couplé à la phycoérythrine (1D9) (BD 
Bioscience) à 4 oC [111]. Les cellules sont ensuite analysées au cytomètre en flux afin de 
quantifier la fluorescence de la phycoérythrine à 575 nm [111, 112]. Les données sont 
montrées en pourcentage de récepteurs demeurant en surface. L’intensité de fluorescence de 
cellules non-traitées au CXCL12, moins la fluorescence de cellules non-marquées, constituent 
alors 100%.  
 
2.7 Infection lentivirale  
Des cellules fibroblastiques embryonnaires de reins humains (HEK) 293T ont été cultivées 
dans un milieu Dubleco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) complémenté avec 10 % de sérum 
de veau fœtal décomplémenté (Wisent, Rocklin, CA) et 100 unités/mL de 
pénicilline/streptomycine, jusqu’à ce qu’elles atteignent environ 50 % de confluence (5x106 
cellules/mL) dans un flasque T175.  Les cellules ont ensuite été transfectées par la méthode du 
polyéthylènimine avec un mélange de 6 µg de plasmide REV, 7,8 µg de plasmide VSVG, 15 µg 
de plasmide gag-pol, 10 µg de plasmide pCCLsin-hPGK-GFP10-Epac-Rluc3 [101, 103]. Les 
cellules ont ensuite été incubées à 37 oC pendant 24 heures, avant de récupérer le surnageant 
qui a été conservé à 4 oC. Les cellules ont ensuite été remises en culture dans du DMEM 
complet pour 24 heures supplémentaires. Le surnageant a ensuite été récupéré et ajouté à la 
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fraction précédente, et centrifugé à 50 000 g pendant 2 heures à 4 oC [101]. Le culot contenant 
les particules virales a été resuspendu dans 50 µL de PBS. Les cellules Reh ont ensuite été 
incubées 48 heures en présence de différents volumes de la préparation virale [101]. La 
fluorescence de la GFP10 a ensuite été quantifiée à l’aide d’un lecteur de plaques Mithras 
LB940 (Berthold Technologies, Bad Wildbad, Germany) et le programme d’acquisition de 
données MicroWin2000. 
 
2.8 Détection de l’AMPc par BRET comme mesure de l’activation de la 
protéine Gαi 
Les cellules ont été concentrées à 2x106 cellules/mL dans le RPMI complémenté et elles ont 
ensuite été distribuées à 40 000 cellules/puits dans une plaque à 96 puits à fond plat 
préalablement traitée à la poly(D-lysine) [101, 113]. La plaque à 96 puits est ensuite 
centrifugées à 500 g pendant 7 minutes à 4 oC pour sédimenter les cellules. Le RPMI 
complémenté est ensuite retiré et remplacé par le tampon BRET (PBS, 0,5 mM MgCl2, 0,1 % 
sérum d’albumine bovine). Les cellules ont ensuite été stimulées par des concentrations 
variables de CXCL12 resuspendue dans du tampon BRET contenant 10 µM de forskoline dans 
le DMSO. Le substrat de Rluc, la coelentérazine 400A (Biotinum, Hayward, CA), a été ajouté à 
une concentration de 50 µM aux différents puits contenant des cellules [101, 113]. La 
forskoline permet d’activer adénylate cyclase; c’est l’inhibition de cette activation par la 
forskoline que représente l’activité de la protéine Gαi (=inhibitrice).  La concentration d’AMPc 
est mesurée par le rapporteur GFP10-Epac-Rluc3; la liaison d’AMPc à l’Epac réduit la 
transmission du signal entre le donneur (Rluc3) et l’accepteur (GFP10) [101, 113]. Un contrôle 
de cellules n’ayant pas été incubée avec de la forskoline représente le potentiel maximum 
d’inactivation de l’adénylate cyclase. Les lectures BRET (ratio entre le signal de la Rluc à 390 
nm et le signal de la GFP à 510 nm) ont été recueillies à l’aide d’un lecteur de plaques Mithras 





2.9 Détection de l’activation de ERK 1/2 par immunobuvardage de type 
Western 
Les cellules ont été concentrées à 2x106 cellules/mL dans le RPMI complémenté puis 
stimulées avec 200 nM de CXCL12 lorsqu’indiqué. Des fractions sont recueillies à 2 minutes et 
10 minutes, puis incubées dans du PBS froid, sur glace, à proportion de 1 : 9. Les cellules sont 
ensuite sédimentées à 500 g pendant 7 minutes à 4 oC avant d’être resuspendues dans 75 µL 
de tampon de lyse (0,8 % SDS, 1 % triton X-100, 0.5 % deoxycholate de sodium, 150mM NaCl, 
20mM HEPES, 5mM EDTA, orthovanadate 200mM, PMSF 100mM, NaF 1M et inhibiteurs de 
protéases de Roche); du tampon Laemmli 2X (0,125 M Tris-HCl / 4,1 % SDS, 20 % glycérol, 0,2 
mM DTT + bleu de bromophénol, pH6,8) est rajouté dans une proportion 1 : 1 [114]. Les 
échantillons sont ensuite bouillis trois fois pour 5 minutes avec intervalles d’incubation sur 
glace [114]. Les lysats ont été chargés sur un gel SDS-PAGE 10 % puis transférés sur membrane 
de PVDF. La membrane a ensuite été bloquée avec une solution de TBST (Tris-HCl 137 µM, Tris-
Base 137 µM, NaCl 150 mM, 0.1 % Tween, pH 7,6) contenant 5 % de lait écrémé, et incubée 
pendant la nuit à 4 oC sur plaque pivotante avec l’anticorps Phospho-p44/42 MAPK (Erk1/2) 
(Thr202/Tyr204) (4370), ou p44/42 MAPK (Erk1/2) (9102) ou HSP90 C45G5 (4877) (Cell 
Signaling Technologies, Boston, MA) [114, 115]. Les membranes ont ensuite été lavées 
plusieurs fois avec du TBST avant d’être incubées avec l’anticorps secondaire (chèvre anti-lapin 
IgG-HRP (Santa Cruz)) pour 1 h à température ambiante sur plaque pivotante [115]. Les 
membranes ont été lavées à plusieurs reprises dans du TBST, et  visualisées en utilisant une 
G:BOX Chemi XRQ (Syngene) et du substrat Clarity Western ECL (Biorad) [115]. 
 
2.10 Analyse et traitement des données 
Le traitement des données de cytométrie en flux a été réalisé à l’aide du logiciel FlowJo v10, 
alors que les données numériques ont été traitées à l’aide du logiciel GraphPad Prism 5. Les 







3.1 Mesure de la synchronisation des cellules Reh à diverses phases du 
cycle cellulaire 
La Figure 7 représente l’intensité d’émission du PI tel que mesuré par cytométrie en flux. Le 
PI est un agent intercalant de l’ADN dont la longueur d’onde d’émission est de 575 nm. Le 
profil d’intensité de fluorescence permet de déterminer si une population de cellules possède 
de l’ADN « 2n », c’est-à-dire deux séries de chromosomes non répliqués (phase G1 du cycle 
cellulaire, représentée par un pic à l’extrême gauche du spectre), ou  si les cellules ont répliqué 
leur ADN, donc possèdent « 4n » d’ADN (quatre séries de chromosomes, en phase G2/M, 
représentée par un pic à l’extrême droite du spectre), ou si les cellules sont en réplication de 
l’ADN, donc 2n < signal < 4n (phase S, représentée par une plage de signal étalée entre les deux 
extrémités du profil). Plus les pics d’intensité du PI sont prononcés, plus la fréquence de 
cellules détectées à l’intensité du signal du PI est élevée.  
 
Le spectre des cellules non synchronisées (noir, en haut à gauche) démontre qu’en 
l’absence de synchronisation, la majorité des cellules seront en G1 et en phase de réplication S. 
La présence d’un faible pic à l’extrémité droite montre la faible proportion de cellules en G2/M 
(moins de 20 % des cellules sur trois expériences indépendantes).  
 
Lorsque les cellules sont traitées avec du RO3306 à 10 µM pendant 20 heures (orange, en 
haut à droite), on remarque que la population de cellules est fortement enrichie en cellules 
synchronisées à la frontière G2/M. Le RO3306 est un inhibiteur compétitif de l’ATP sur le 
couple CDK 1/cycline B, bloquant ainsi la progression des cellules de la phase G2 à la mitose : 
les cellules sont donc à la frontière G2/M, mais ne sont pas en mitose [105].  Il est important 
de noter que la synchronisation n’est pas uniforme : une certaine portion (moins de 20 % sur 







Figure 7. Le traitement au propidium iodide (PI) permet d’observer la synchronisation des 
cellules lorsque traitées avec du RO3306 et du PD0339921 pendant 20 heures.  
Les cellules Reh furent incubées en présence de différents agents de synchronisation du cycle cellulaire, 
soit RO3306 et PD0339921, à différents temps. Les cellules furent ensuite incubées 24 heures dans de 
l’éthanol -20 oC afin de créer des pores dans les membranes. Les cellules furent ensuite traitées avec 
une solution de PI et passées au cytomètre en flux. Les données sont représentatives de trois 






lors de l’interprétation de nos résultats des expériences subséquentes. Il est aussi pertinent de 
noter que cette technique ne permet pas de différencier les cellules en G2 des cellules en 
mitose. Le traitement au RO3306 10 µM pendant 1 heure (gris, en bas à droite) n’a aucun effet 
apparent sur la synchronisation des cellules, tel qu’attendu. Cependant, cette condition nous 
permettra d’exclure des effets secondaires potentielles de la molécule sur d’autres kinases 
dans les expériences subséquentes, et ainsi de nous assurer que les effets observés seront 
spécifiques à la synchronisation, et non pas à une potentielle cible secondaire du RO3306. 
 
Le traitement des cellules au PD0339921 à 3 µM pendant 20 heures (bleu, en bas à gauche) 
permet la synchronisation presque parfaite de toutes les cellules en phase G1. Le PD0339921 
est un inhibiteur compétitif sur la CDK4, mais pas de l’ATP. La synchronisation en phase G1 
nous permettra de déterminer si les effets observés dans les essais de migration sont dus à la 
synchronisation en général, ou spécifiquement à la synchronisation en phase G2.  
 
3.2 Mesure de la chimiotaxie des cellules Reh synchronisées à la frontière des 
phases G2/M 
La Figure 8 représente la chimiotaxie en fonction de la concentration de CXCL12 dans le 
puits inférieur des plaques de migration. Typiquement en forme de cloche en fonction de la 
concentration de la chimiokine, ce type de courbe permet de déterminer la capacité d’une 
population de cellules à exercer la chimiotaxie à travers la membrane de migration. Il est 
possible d’observer que la chimiotaxie est dose-dépendante : ni les fortes concentrations, ni 
les faibles concentrations de CXCL12 ne permettent une migration des cellules Reh. 
Effectivement, les fortes concentrations de chimiokines ne permettent pas aux cellules de 
détecter le gradient, ce qui en conséquence ne permet pas la direction de la chimiotaxie. La 
migration dirigée n’est véritablement observable qu’entre 10 nM et 0,1 nM de CXCL12, avec 







Figure 8. La synchronisation des cellules Reh en G2 inhibe la réponse chimiotactique au 
gradient chimiotactique de CXCL12.  
Les cellules Reh furent incubées à 37 oC sur une membrane de plaque de migration en présence d’un 
gradient de chimiokine pendant 3 heures. Les fractions furent recueillies dans les puits de migration et 
quantifiés. Les données proviennent de trois expériences indépendantes et sont présentées sous forme 
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Ce résultat nous permet aussi de démontrer que lorsque les cellules Reh sont synchronisées 
en G2 (courbe orange), il n’est plus possible aux cellules d’exercer la chimiotaxie vers CXCL12 
de façon aussi puissante que lorsque les cellules ne sont pas synchronisées (courbe noire) : en 
phase G2, seulement 100 000 cellules démontrent une activité migratoire à 1 nM de CXCL12, 
alors que ce nombre augmente à 1 000 000 pour les cellules non synchronisées à la même 
concentration de CXCL12. Afin de nous assurer que la réduction du nombre cellules ayant 
migrées n’était pas occasionné par une cible secondaire du RO3306, nous avons incubé des 
cellules Reh avec du RO3306 10 µM pendant 1 heure (courbe grise); aucune variation 
significative sur la chimiotaxie n’est observable. 
 
Nous voulions éliminer la possibilité que l’inhibition de la chimiotaxie puisse être l’effet d’un 
arrêt quelconque du cycle cellulaire, alors nous avons aussi synchronisé des cellules Reh en 
phase G1 avec du PD0992331 à 3 µM pendant 20 heures (courbe bleue), sans toutefois 
observer un effet sur la chimiotaxie. Il semble donc clair que l’inhibition de la chimiotaxie est 
spécifique à l’arrêt en phase G2 du cycle cellulaire. 
 
3.3 Mesure de l’expression en surface cellulaire de CXCR4 lors de la phase G2 
Nous avons ensuite évalué l’expression en surface de CXCR4 selon la synchronisation afin 
de tester si l’inhibition de la chimiotaxie était due à l’absence du récepteur en surface. En effet, 
il a été suggéré par l’équipe de M. O. Aksoy que l’expression à la surface cellulaire d’un 
récepteur de chimiokine (ici CXCR3) peut être affectée durant la progression des différentes 
phases du cycle cellulaire [116].  
 
La Figure 9 montre l’expression de CXCR4 en surface des cellules Reh, mesurée selon 
l’intensité du fluorochrome couplé à l’anticorps anti-CXCR4 et mis en pourcentage 
d’expression selon la condition non traitée, en fonction du temps d’incubation au RO3306 à 10 
µM. Aucune différence significative n’a pu être observée entre l’expression de CXCR4 en 
surface des cellules lorsqu’elles sont non synchronisées (points noirs), incubées 1 heure en 











































































Figure 9. L’expression de CXCR4 en surface des cellules n’est pas affectée par la 
synchronisation en G2.  
Les cellules Reh furent synchronisées, puis marquées avec un anticorps anti-CXCR4 couplé à la 
phycoérythrine. Les résultats furent recueillis au cytomètre en flux et proviennent de trois expériences 
indépendantes et sont présentés sous forme de moyenne ± S.E.M où « 100 % » d’expression représente 









en phase G2 par une incubation de  20 heures au RO3306 à 10 µM (points orange). Nous 
n’observons aucune variation de l’expression de CXCR4. Ainsi, selon nos expériences, l’absence 
de chimiotaxie lors de l’arrêt en phase G2 ne peut s’expliquer par une expression réduite de 
CXCR4 en surface cellulaire. Cependant, même si l’expression moyenne du récepteur CXCR4 
ne varie pas significativement pour les trois expériences des cellules incubées 1 heure, il 
semble que les données tendent à être plus basses que les autres conditions : un plus grand 
nombre d’expériences seront nécessaires afin de valider nos observations. 
 
3.3 Mesure de la capacité de CXCR4 à endocyter selon différentes 
concentrations de CXCL12. 
Nous avons ensuite testé l’endocytose de CXCR4. L’endocytose est une mesure de la 
fonctionnalité du récepteur. Elle sert à désensibiliser le récepteur et à inhiber la signalisation 
des protéines G. L’endocytose est aussi une mesure indirecte du recrutement de la β-Arrestine. 
Selon le modèle de Luttrell et Lefkowitz émis en 2002, le recrutement de la β-Arrestine sur le 
récepteur est essentiel à l’endocytose de ce dernier [117]. 
 
Afin de tester l’endocytose de CXCR4 sur les cellules Reh, il était d’abord impératif de mettre 
au point un système expérimental d’étude de l’endocytose fiable et reproductible dans des 
conditions non saturantes. Les cellules Reh furent incubées en présence de différentes 
concentrations de CXCL12. La Figure 10 démontre que l’endocytose de CXCR4 est dépendante 
de la dose de CXCL12. De plus, cette expérience nous permet d’établir que l’endocytose est 
observable jusqu’à des concentrations de CXCL12 de 1 nM (courbe rouge). Cependant, une 
telle concentration ne permet pas d’atteindre l’endocytose maximale après 10 minutes 
d’incubation. C’est pourquoi nous avons décidé d’utiliser 10 nM de CXCL12 (courbe orange) 
pour les expériences subséquentes : cette concentration permet d’atteindre l’endocytose 
maximale de CXCR4 sans toutefois risquer de mettre le système en saturation de ligand comme 
dans les essais à 25 nM (courbe verte) et 50 nM (courbe bleu). En effet, au-delà de 10 nM, la 
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Figure 10. Les cellules Reh non synchronisées endocytent le récepteur CXCR4 exprimé en 
surface lorsque stimulées avec du CXCL12.  
Les cellules Reh furent incubées à 37 oC en présence des concentrations indiquées de CXCL12. Des 
fractions sont recueillies à différents temps, et les cellules sont marquées avec un anticorps anti-CXCR4 
couplé à la phycoérythrine. Les résultats furent recueillis au cytomètre en flux, proviennent de trois 




3.4 Mesure de la capacité de CXCR4 à endocyter lors de la synchronisation en 
phase G2 
Les cellules Reh arrêtées à la frontière G2/M pourraient ne pas endocyter CXCR4; l’absence 
d’endocytose pourrait indiquer la non-fonctionnalité du récepteur exprimé en surface. La 
Figure 11 nous permet de tester cette hypothèse en comparant la présence de CXCR4 sur les 
cellules Reh avant et après stimulation avec 10 nM de CXCL12 dans le temps, en fonction de la 
synchronisation en phase G2. Par rapport à la condition de cellules non synchronisées (courbe 
pleine, points noirs), nous n’observons pas de différence de l’endocytose de CXCR4 lorsque les 
cellules sont synchronisées en G2 (courbe pleine, points orange) ou incubées avec du RO3306 
à 10 µM pendant 1 heure (courbe pleine, points gris). Il semble donc que même synchronisées 
en G2, les cellules Reh continuent d’exercer les mécanismes d’endocytose et donc, 
probablement, poursuivre la transduction du signal apporté par CXCL12, sans toutefois 
déclencher de la chimiotaxie. La condition non synchronisée et non stimulée (courbe 
pointillée, carrés noirs) démontre que la quantité de CXCR4 en surface dans le temps est 
relativement stable sans la présence de CXCL12 en solution durant cette expérience. 
 
3.5 Mesure de l’activation de la protéine Gαi liée à CXCR4 durant la 
synchronisation en phase G2 
La protéine Gαi – et donc l’inhibition de l’adénylate cyclase – est l’un des principaux effets 
de la cascade signalétique CXCL12/CXCR4. Alors que la Gαi n’est typiquement pas directement 
reliée à la chimiotaxie, l’activation de la protéineGαi permet la libération de la sous-unité 
dimérique Gβ/γ du récepteur. Cette sous-unité, lorsque libérée de son association avec la Gαi, 
est reliée à l’extension des lamellipodes et filopodes durant la chimiotaxie par l’intermédiaire 
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Figure 11. L’endocytose de CXCR4 en présence de CXCL12 n’est pas affectée par la 
synchronisation des cellules en G2.  
Les cellules Reh furent synchronisées puis incubées à 37 oC en présence de 10 nM de CXCL12. Des 
fractions sont recueillies à différents temps, puis les cellules sont marquées avec un anticorps anti-
CXCR4 couplé à la phycoérythrine. Les résultats furent recueillis au cytomètre en flux et proviennent 








Afin d’étudier cette voie, nous avons jugé pertinente l’utilisation d’un biosenseur GFP10-
EPAC-Rluc3. EPAC est une protéine d’échafaudage dont la conformation tridimensionnelle est 
affectée par la liaison à l’AMPc; la production d’AMPc est inhibée par l’activation de la Gαi (voir 
Figure 12). Ainsi, grâce au biosenseur GFP10-EPAC-Rluc3, il est possible de suivre le 
changement de conformation de la protéine EPAC : lorsque liée à l’AMPc, la conformation de 
EPAC ne permettra pas à la R-luciférase de transmettre un signal à la GFP10. Nous pouvons 
donc calculer un ratio entre le signal détecté à 405 nm de la R-luciférase stimulée et le signal 
détecté à 515 nm de la GFP10. Pour pouvoir tester le rôle inhibiteur de la Gαi, nous avons utilisé 
la forskoline, une molécule qui active la formation d’AMPc par l’adénylate cyclase. Le ratio 
BRET résultant est donc une mesure de l’inhibition causée par Gαi de la stimulation induite par 
la forskoline : un haut ratio démontre une forte activité inhibitrice alors qu’un plus faible ratio 
démontre une faible activité inhibitrice. Il est à noter que les ratios BRET (dont le « bruit de 
fond » ou background fut retiré, aussi appelé les données de BRET NET) sont transformées ici 
en pourcentage d’inhibition de l’adénylate cyclase pour mieux représenter la voie de 
signalisation étudiée, soit celle de la protéine Gαi. 
 
En se référant à la Figure 13, il est possible de constater que la production d’AMPc est 
affectée de façon dose-dépendante par la concentration de CXCL12, et donc par l’activation 
de la protéine Gαi. Nous pouvons voir par la courbe sigmoïdale qu’il y a transfert d’énergie 
entre la Rluc3 et la GFP10 lorsque la concentration de CXCL12 est plus élevée que 10 nM (haut 
ratio BRET), alors que ce transfert diminue avec la concentration jusqu’à atteindre un plateau 
en-dessous de 0,1 nM de CXCL12 (bas ratio BRET). Les données ont été transformées en 
pourcentage d’inhibition de l’adénylate cyclase afin de faciliter la compréhension. 
 
Aucune différence significative n’est observée entre les cellules non synchronisées (courbe 
noire) et les cellules synchronisées en phase G2 du cycle cellulaire (courbe orange). La protéine 
Gαi continue donc d’être activée et ainsi d’exercer son rôle d’inhibition lorsque CXCR4 est 
stimulé avec CXCL12, même lors de la phase G2 du cycle cellulaire. Ce résultat démontre alors 




Figure 12. Schéma du rapporteur GFP10-Epac-Rluc3.  
La forskoline permet de stimuler l’adénylate cyclase. L’activation de la Gαi permet à celle-ci d’exercer 
son rôle inhibiteur sur la conversion de l’ATP en AMPc par l’adénylate cyclase. L’AMPc, si présente, se 
lie sur la portion EPAC du rapporteur GFP10-Epac-Rluc3, empêchant la transmission du signal de Rluc3 
vers GFP10 (tel que démontré par la barre rouge) lorsque Rluc3 est stimulée par la DeepBlueC 
(coelentérazine 400A). Le ratio BRET calculé permet d’évaluer l’inhibition de Gαi de la stimulation 
causée par la forskoline. Cette image fut créée à partir de la banque d’images vectorielles Servier’s 
Vectorial Powerpoint images bank. . Gαi, Gβ et Gγ signifient « les protéines G trimériques, sous-unité 
α, β ou γ ». cAMP ou AMPc signifie « adénosine monophosphate cyclique ». ATP signifie « adénosine 
triphosphate ». Rluc3 signifie « luciférase de renilla reniformis, altération 3 ». GFP10 signifie « protéine 
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Figure 13. La réponse Gαi CXCR4/CXCL12-dépendante n’est pas affectée par la 
synchronisation en G2.  
Les cellules Reh furent infectées transitoirement par la technique d’infection lentivirale avec une 
construction GFP10-Epac-Rluc3. Les cellules furent incubées en présence de concentrations variables 
de la chimiokine et 20 µM de forskoline, puis le ratio BRET résultant fut mesuré après 30 secondes à 
température ambiante. Les résultats proviennent de trois expériences indépendantes et sont présentés 
sous forme de moyenne ± S.E.M, où 0% correspond à la condition sans forskoline et 100% correspond 





cycle. Ainsi, l’absence de chimiotaxie ne peut s’expliquer par une inhibition générale des 
capacités signalétiques du récepteur lors de l’arrêt en phase G2. Il est à noter que même si les 
données présentées ici sont sous forme de pourcentage, elles représentent fidèlement les 
ratios chiffrées observées lors de l’étude (BRET NET). Cependant, il est à noter que le 
traitement au RO3306 semblait faire augmenter de « bruit de fond », ce qui a été pris en 
considération lors de l’analyse des données.  
 
3.6 Mesure de l’activation de la voie des MAPKKK durant la synchronisation en 
phase G2 
La présence de l’endocytose de CXCR4 durant la phase G2 laisse entrevoir que la réponse 
β-arrestine est elle aussi présente, car le modèle actuel de Luttrell et Lefkowitz prévoit 
effectivement que la β-arrestine est l’instigateur principal de l’endocytose [117]. 
Le recrutement de la β-arrestine, tout comme l’activation de la protéine Gαi, permet de 
déclencher la cascade signalétique des MAPKKK, dont p-ERK 1/2 est le dernier effecteur avant 
l’activation de messagers activant la régulation transcriptionelle de l’expression de protéines 
cibles. Nous avons alors commencé à tester l’activation de ERK 1/2, pour établir si les cascades 
signalétiques en aval de Gαi et β-arrestine demeurent également intactes lors de l’arrêt en 
phase G2.   
  
Il fallait en premier lieu établir un système d’étude. Afin d’étudier la phosphorylation de 
ERK 1/2 (et donc son activation), nous avons décidé d’employer la technique de migration de 
protéines sur gel SDS-PAGE couplée à l’immunobuvardage et révélation avec des anticorps 
spécifiques à la forme phosphorylée de ERK 1/2. Afin d’établir le temps idéal nécessaire pour 
observer la phosphorylation de ERK 1/2, nous avons récolté des fractions de cellules non-
synchronisées, et stimulées avec 200 nM de CXCL12 à différents points dans le temps. La Figure 
14 démontre que la phosphorylation de ERK 1/2 est très rapide dans notre système : la 
première fraction recueillie à 2 minutes de stimulation montre la plus haute intensité de p-ERK 





Figure 14. La stimulation des cellules Reh avec CXCL12 permet la phosphorylation de ERK 
1/2.  
Les cellules furent incubées en présence de 200 nM de CXCL12 pendant des temps variables à 


















de milieu, 200 nM de CXCL12 et 2 minutes de stimulation, nous observons clairement la 
phosphorylation de ERK 1/2 en comparaison avec la fraction non stimulée. ERK 1/2 total fut 
utilisé comme contrôle pour la quantité de protéines par piste de chargement, mais on voit ici 
que la concentration totale de protéines fluctuait dans les différentes pistes, sans toutefois 
influencer significativement notre conclusion. Il est à noter que les résultats montrés ici ne 
représentent qu’une seule expérience; il sera donc nécessaire d’investiguer plus 
profondément la stimulation du système CXCR4/ERK 1/2 par CXCL12 dans le temps. 
 
La Figure 15 représente la stimulation des cellules Reh avec 200 nM de CXCL12 à 0, 2 et 
10 minutes, selon une incubation préalable avec RO3306 à 10 µM de 0, 1 ou 20 heures. 
Les protéines ERK 1/2 total et HSP90 furent utilisées comme contrôle de quantité de protéines : 
nous voulions ainsi tester si HSP90 était plus stable en quantité suite aux traitements de 
synchronisation que ERK 1/2 total. 
 
Dans la condition des cellules non stimulées (incubation au RO3306 à 10 µM pendant 0 
heure), nous pouvons observer que la stimulation par CXCL12 200 nM permet la 
phosphorylation de ERK 1/2, qu’elle soit de 2 ou 10 minutes, alors qu’il n’est pas possible 
d’observer p-ERK 1/2 lorsque les cellules ne sont pas stimulées. Ce profil de phosphorylation 
est conservé pour l’incubation à RO3306 10 µM et pour les cellules synchronisées en G2. Cette 
expérience semble alors suggérer que les voies signalétiques de CXCR4 en aval de Gαi et β-
arrestine demeurent également intactes lors de l’arrêt en phase G2 du cycle cellulaire. À noter 
que nous avons observé une baisse d’intensité des bandes de ERK 1/2 total au temps zéro; 
cette baisse semble due à un chargement inégal des pistes (et non pas à une plus faible 
expression de ERK 1/2), tel qu’indiqué par le blot détectant hsp90 comme contrôle 
supplémentaire. 
 
Cependant, de par la variabilité des protéines de contrôle et le faible nombre d’expériences, 
il nous est difficile d’analyser avec certitude les résultats observés : ceux-ci nécessiteront d’être 





Figure 15. La voie menant à la phosphorylation de ERK 1/2 n’est pas affectée par la 
synchronisation en G2.  
Les cellules furent incubées en présence de 200 nM de CXCL12 pendant des temps variables à 
température ambiante. Le résultat pour ERK 1/2 totale et p-ERK 1/2 est représentatif de trois 
expériences indépendantes. Le résultat pour HSP90 ne représente qu’une seule expérience, mais de la 



















RO3306 10 µM pendant 1 heure ne nous permet pas d’estimer si l’absence de p-ERK 1/2 au 




























4. Discussion et perspectives  
 
Dans la section ci-dessous, nous revisiterons tout d’abord les objectifs ciblés dans cette 
étude afin de pouvoir mieux apprécier la signification de nos résultats. Nous revisiterons 
ensuite nos résultats par rapport aux objectifs et les interprétations qui en découlent.  
Nous explorons des explications alternatives et proposons par la suite des démarches 
d’investigation futures en tant que perspectives ouvertes par notre travail. 
 
4.1 Retour sur les résultats  
Dans cette étude, nous avons entrepris d’élucider le phénomène d’incompatibilité, ici 
nommé « dichotomie », entre la chimiotaxie et le processus de division cellulaire à la limite 
des phases G2 et M. Dans un premier temps, nous avons démontré que, effectivement, une 
dichotomie entre chimiotaxie et division cellulaire existe bien chez des cellules de 
mammifères, les cellules Reh. Dans un deuxième temps, nous avons exploré les voies de 
signalisation proximales du récepteur CXCR4, responsable de la chimiotaxie durant les phases 
de division cellulaire. 
 
4.1.1 Absence de chimiotaxie pendant les phases G2 et M du cycle cellulaire  
Comme nous l’avons présenté dans la section « 1. Introduction », la littérature entourant 
cette dichotomie est peu abondante. Par observations préliminaires au laboratoire, et par 
réflexion sur les travaux de Janetopoulos effectués avec l’amibe Dictyostelium discoideum, 
nous avons émis l’hypothèse qu’une cellule ayant engagé les mécanismes de la mitose ne peut 
engager celles de la chimiotaxie : la chimiotaxie serait exclusive à l’absence de la division 
cellulaire. Cette dichotomie aurait comme conséquence de protéger l’intégrité des cellules 
filles en devenir lors de la mitose. À la lumière de ces réflexions, nous avons décidé de tester 
si les cellules Reh synchronisées à la limite des phases G2 et M répondent toujours au gradient 
attractant de la chimiokine CXCL12; le résultat s’est avéré négatif. Ainsi, en synchronisant les 
cellules Reh à la limite des phases G2 et M à l’aide de l’inhibiteur RO3306, nous avons observé 
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une inhibition presque complète de la chimiotaxie.  Ces observations sur les cellules pré-B que 
sont les Reh sont la première démonstration de la dichotomie entre la chimiotaxie et les 
phases G2/M chez les cellules de mammifères. 
 
4.1.2 Les paramètres explorés  
La présence de la dichotomie ainsi démontrée dans les cellules pré-B humaines, nous avons 
tenté de déterminer quelles voies de signalisation de la chimiotaxie seraient régulées de façon 
négative lors des phases G2 et M. 
 
4.1.2.1 Expression en surface du récepteur 
Le principe du rasoir d’Ockham suggère que l’explication la plus simple est souvent la 
meilleure. Ainsi, si les cellules ne répondaient plus aux gradients chimiotactiques de CXCL12, 
le récepteur CXCR4 n’était possiblement plus exprimé à la limite des phases G2/M, ou à tout 
le moins rendu inactif. Une absence d’expression de CXCR4 à la surface cellulaire, à un moment 
précis du cycle cellulaire, demanderait une régulation de cette expression. Une telle régulation 
est effectivement supportée par des observations faites par Aksoy et al, par rapport au 
récepteur de chimiokine CXCR3. Ces auteurs trouvent que l’expression en surface du récepteur 
CXCR3-B serait régulée selon les phases du cycle cellulaire [116]. L’étude démontre que CXCR3 
est davantage présent à la surface des cellules durant les phases S, G2 et M que durant la 
phase G1 chez les cellules épithéliales : l’expression de CXCR3-B lors de la phase G1 est environ 
10 fois plus faible que lors des phases S, G2 et M. Ainsi, une stimulation du récepteur par sa 
chimiokine CXCL11 engendrerait une accrue des cellules en phases S, G2, et M, et la présence 
du récepteur en surface des cellules permettrait de réguler la transition dans le cycle cellulaire 
des cellules épithéliales. Si l’équipe d’Aksoy démontre ainsi une régulation de l’expression du 
récepteur en fonction du cycle cellulaire, ils ne proposent cependant pas de mécanisme 
expliquant cette régulation. 
 
Nous avons testé l’hypothèse qu’un mécanisme semblable pourrait exister chez les cellules 
pré-B : les cellules en division cellulaire pourraient-elles réguler négativement l’expression de 
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CXCR4 en surface cellulaire afin de rester insensibles au gradient chimioattractant de CXCL12? 
Or, nos résultats le démontrent, l’expression en surface du récepteur CXCR4 n’est aucunement 
modulée lors de la synchronisation à la limite des phases G2 et M. Nous en concluons donc 
que la dichotomie chimiotaxie/mitose n’est donc pas la conséquence d’une régulation 
négative de l’expression du récepteur.  
 
Cette différence pourrait s’expliquer par le type de cellules étudiées : l’étude d’Aksoy se 
penche sur les cellules épithéliales des bronches humaines (HBEC), alors que nous avons étudié 
des cellules Reh pré-B [116]. Contrairement aux cellules Reh, les cellules HBEC ne sont pas 
motiles : la présence de récepteurs de chimiokines ne peut donc pas être reliée à la 
chimiotaxie. Il semble que CXCR3B, lorsque présent sur les cellules épithéliales, promeut la 
prolifération cellulaire. Il est possible que les cellules HBEC internalisent CXCR3B lors de la 
phase G1 et, par des mécanismes qui nous sont encore inconnus, augmentent la présence du 
récepteur à la surface des cellules lors des phases S, G2 et M. Cette différence de rôle dans la 
cellule pourrait expliquer pourquoi Aksoy et ses collaborateurs ont pu observer la modulation 
de l’expression du récepteur de chimiokines durant le cycle cellulaire, alors que l’expression 
récepteur CXCR4 à la surface des cellules Reh reste constant durant le cycle cellulaire.  
 
4.1.2.2 Fonctionnalité de CXCR4 exprimé en surface lors des phases G2/M  
La fonctionnalité d’un récepteur, en tant que déclencheur de cascades signalétiques, peut 
être soumise à des régulations. À titre d’exemple, en 2015, l’équipe de Bandhari fait une 
découverte fort intéressante : la CDK5, une kinase régulée par des cyclines, orchestre les voies 
de signalisation des protéines G hétérotrimériques par la protéine associée aux vésicules 
interagissant avec Gα (appelée « Gα-interacting vesicle associated protein », GIV, aussi connue 
sous le nom Girdin) [118]. La protéine Giv/Girdin est une GEF activée lors de la stimulation d’un 
GPCR et permet la formation d’un complexe avec la Gαi [119]. Ceci suggère que, effectivement, 





Cette dernière observation de Bandhari est très intéressante, car elle suggère un 
mécanisme inverse à ce que nous voudrions observer. Cependant, cela démontre qu’il est 
possible d’avoir une activation transitoire par les CDK/cyclines afin d’activer, ou inhiber, 
certaines voies de signalisation.  
 
Nous observons une signalisation de la protéine Gαi – par la voie de l’AMPc – mais pas  des 
protéines Gβγ – par la chimiotaxie – : serait-il possible que les CDK/cyclines présentes à la 
frontière des phases G2 et M induisent non seulement la transition à travers les phases G2 et 
M, mais aussi l’inhibition des mécanismes de la chimiotaxie par la sous-unité Gβγ? Cette 
avenue sera très certainement pertinente à explorer dans de futures expériences. 
 
4.1.2.3 Les voies des protéines G 
Sachant que l’expression du récepteur CXCR4 n’est pas négativement régulée lors de la 
division cellulaire, nous avons décidé de tester les voies de signalisation des protéines G 
hétérotrimériques. Nous avons décidé d’explorer les cascades de signalisation 
Gαi/Gβγ-dépendante, celles-ci étant les voies proximales les mieux connues et étudiées dans 
la littérature – en contraste avec la cascade Gα12/13-dépendante [82, 83, 120]. 
 
Typiquement, c’est la sous-unité Gβγ du complexe hétérotrimiérique des protéines G qui 
enclenche la réponse chimiotactique [23, 33]. Le modèle actuel d’activation de la sous-unité 
Gβγ du complexe hétérotrimérique des protéines G prévoit que celle-ci dépend de l’activation 
de la sous-unité Gαi [28]. Ainsi, la réception de la chimiokine sur le récepteur permet 
l’activation de la protéine Gαi, qui à son tour permet l’activation de la sous-unité Gβγ. Notre 
hypothèse étant que si la chimiotaxie n’est pas observable durant la division cellulaire, tel que 
démontré par nos essais de chimiotaxie, la voie de signalisation de la protéine Gαi pourrait 
effectivement être inhibée. Si inhibée, la protéine Gαi pourrait ne pas se dissocier du récepteur 
et ainsi empêcher l’activation (la libération) de la sous-unité Gβγ : en 1985, Spangrude et son 
équipe ont effectivement montré qu’en utilisant la PTX, une toxine inhibitrice de la protéine 
Gαi, la chimiotaxie des lymphocytes et neutrophiles était inhibée [121]. 
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Cependant, nos résultats démontrent que l’activité inhibitrice de la protéine Gαi n’est non 
seulement pas diminuée durant la division cellulaire, mais qu’elle est parfaitement intacte. 
La protéine Gαi conserve son activité d’inhibition de production d’AMPc, suggérant alors 
qu’aucun mécanisme de régulation négative n’empêche son activation, et ainsi l’activation des 
sous-unités Gβγ, tel que le propose le modèle actuel [28, 34]. Ce n’est cependant pas ce qu’on 
observe. 
 
Tel qu’il a été mentionné dans la section « 1. Introduction », l’activation des mécanismes 
de la migration dirigée – dont la chimiotaxie – est orchestrée par la sous-unité Gβγ et non la 
protéine Gαi. Notre choix d’étudier la protéine Gαi se basait sur le modèle présent des 
protéines G hétérotrimériques qui prédit que l’activation de l’hétérodimère Gβγ se fait lors de 
la dissociation de la sous-unité Gαi. Cependant, puisque nous observons une réponse de la 
voie de la protéine Gαi par la voie CXCR4 chez les cellules synchronisées à la limite des phases 
G2 et M, et puisque la chimiotaxie est inhibée, cela suggère donc que la dissociation de la 
protéine Gαi suite à la réception de CXCL12 sur CXCR4 ne soit pas suffisante à l’activation de 
la sous-unité Gβγ.  
 
Bien que nos résultats aient démontré que la voie de signalisation Gαi demeure intacte, 
nous proposons de tester à l’avenir l’axe de signalisation primordiale à la chimiotaxie, soit la 
voie Gβγ. Pour tester si la sous-unité Gβγ resterait active durant les phases G2/M, nous 
proposons de tester si la sous-unité Gβγ continue d’activer la protéine PI3K. Ceci pourrait se 
faire en utilisant la technique d’étude des interactions protéine-protéine, le BRET.  
 
Par recombinaison d’ADN, nous introduirons la séquence codante de la GFP10 dans la 
séquence codante de Gβ afin d’obtenir les plasmides GFP10-Gβ et Gβ-GFP10 (GFP10 à 
l’extrémité N- ou C-terminale de la sous-unité Gβ). C’est la sous-unité Gβ du complexe Gβγ qui 
fait le lien avec le récepteur. La séquence codante de Rluc3 serait introduite en N- ou C-
terminale de la séquence de PI3K. Le vecteur final serait introduit par infection lentivirale dans 
les cellules Reh. Ainsi, nous pourrons suivre l’association de la sous-unité Gβγ à la protéine 
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PI3K (signal BRET élevé) en présence ou non de CXCL12. Effectivement, l’interaction directe 
entre la PI3K et la sous-unité Gβγ a été démontrée par essais de copurification et 
immunobuvardage par l’équipe du Dr Nürnberg en 1998 [122]. Notre hypothèse étant que la 
sous-unité Gβγ continue d’activer la PI3K, nous nous attendrions à observer une association 
de la Gβγ et de la PI3K même lorsque les cellules sont synchronisées en division cellulaire. Nous 
aurions ainsi démontré que la protéine Gαi et l’hétérodimère Gβγ poursuivent la signalisation 
lors de la réception de la chimiokine sur son récepteur, durant la division cellulaire. Cela 
démontrerait qu’il est toujours possible d’activer les voies régulières de signalisation.  
 
Un tel système de BRET serait le premier publié dans la littérature. Cependant, l’équipe de 
Funamoto a démontré, par fusion de la PI3K à une protéine fluorescente et par microscopie, 
que celle-ci demeure fonctionnelle durant la division cellulaire et pourrait alors être utilisée 
pour nos expériences [68]. Nous désirons cependant utiliser la méthode de BRET puisqu’elle 
permet une quantification plus facile de l’interaction entre deux protéines en plus de pouvoir 
observer l’effet d’une interaction dose-dépendante. 
 
Cependant, et contrairement à ce qui est dit plus haut, il est aussi à envisager une hypothèse 
alternnative : que des mécanismes biologiques empêchent l’activation de la sous-unité Gβγ 
lorsque la cellule est en polarisation bipolaire. Il existe effectivement une famille de protéines 
structurales appelées les régulatrices de la signalisation des protéines G (ou RGS pour 
« Regulators of G protein Signaling ») dont le rôle est, tel que leur nom le laisse prédire, de 
réguler l’activation des voies signalétiques des protéines G hétérotrimériques [123]. Dans cette 
famille se trouve la RGS3, une protéine dont l’activité inhibitrice de la sous-unité Gβγ a été 
démontrée [124]. Cette même protéine, lorsque modifiée pour ne pas pouvoir recruter les 
protéines G, a été liée à une augmentation de la chimiotaxie chez les lymphocytes T [125]. 
Les protéines de la famille des RGS, dont la RGS3, pourraient donc jouer un rôle de point de 




Dans les cas où la sous-unité Gβγ n’activerait pas la PI3K durant la synchronisation des 
cellules, il serait pertinent d’observer si l’inhibiteur de la sous-unité Gβγ connu, la RGS3, est 
présent et actif. La protéine RGS3 est normalement située dans le cytoplasme, mais lors de son 
activation, elle est acheminée à la membrane cellulaire [126]. Ainsi, par microscopie et 
recombinaison d’ADN, nous pourrions suivre sa ségrégation à la membrane cellulaire, et donc, 
l’inhibition de la sous-unité Gβγ. 
 
4.1.2.4 La voie de signalisation de la β-arrestine 
Nous avons testé l’endocytose de CXCR4 pour tester l’hypothèse que le récepteur puisse 
être rendu inactif par la présence de molécules antagonistes [127]. En effet, le modèle de 
Luttrell et Lefkowitz propose que l’endocytose d’un RCPG est dépendante de la protéine 
d’échafaudage β-arrestine [117]. En ce sens, tester l’endocytose de CXCR4 revient alors à sa 
capacité de recruter la β-arrestine en réponse à CXCL12. Rappelons que ce recrutement a été 
décrit comme essentiel à l’activité chimiotactique de CXCR4 [128]. 
 
Nos résultats démontrent alors qu’en phase G2/M, CXCR4 conserve sa capacité 
d’internaliser. Ainsi, nous pouvons établir la conclusion que le récepteur en lui-même demeure 
fonctionnel, en ce qui concerne le recrutement de la β-arrestine, aux stimuli chimiotactiques 
externes.  
 
Sachant donc que le recrutement de la β-arrestine à CXCR4, ainsi que l’activation de la 
protéine Gαi par ce récepteur demeurent fonctionnelles (tel qu’observé par l’endocytose et 
l’inhibition de production d’AMPc) lors de la division cellulaire, nous avons testé l’activation 
de la kinase MAPK ERK 1/2 comme paramètre supplémentaire. Effectivement, l’activation de 
ERK se situe en aval des voies de la β-arrestine et des voies des protéines G; en testant 
l’activation de ERK, nous abordons alors la question à savoir si la transmission du signal en aval 
de β-arrestine/protéines G demeure intacte. Ceci est intéressant dans la mesure où l’activation 
de la MAPK ERK 1/2 permet l’activation des facteurs du complexe tertiaire [129, 130]. Ces 
facteurs de transcription permettent l’expression des gènes IEGs (pour « Immediate Early 
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Genes », ou premiers gènes immédiats), des protéines impliquées, entre autres, dans la 
division cellulaire ainsi que la motilité [131-133].  
 
Nos résultats suggèrent que l’activation de ERK 1/2 n’est ni augmentée ni réduite en 
fonction du cycle cellulaire, et que la synchronisation des cellules n’affecte ainsi pas l’activation 
de ERK 1/2. Il est cependant important de noter que ces résultats sont qualificatifs (présence 
ou non de p-ERK 1/2) et les expériences nécessiteront d’être refaites de par les problèmes 
concernant les quantités des protéines de contrôle inconstantes et de par le faible nombre 
d’expériences effectuées. Les résultats concernant l’activation des protéines ERK 1/2 n’ont 
cependant que très peu d’influence sur les conclusions posées dans cette étude. 
 
Ensemble, nos résultats démontrent que les voies de signalisation de la protéine Gαi et la 
β-arrestine ne sont pas affectées par la synchronisation à la limite des phases G2 et M. 
Les récepteurs CXCR4 en surface des cellules Reh synchronisées restent donc sensibles à la 
présence de la chimiokine CXCL12, tel qu’il a été démontré par les essais d’endocytose, 
d’inhibition de production de l’AMPc et par les résultats préliminaires d’activation de ERK 1/2. 
Nous démontrons ainsi que l’absence de chimiotaxie pendant les phases G2 et M ne serait pas 
due à une régulation négative temporaire des voies signalétiques du récepteur. Nous pensons 
que, dans leur ensemble, nos résultats invalident ainsi cette hypothèse.  
 
Il conviendra alors d’explorer des hypothèses alternatives pour expliquer le phénomène 
que nous avons démontré.  
 
4.2 Les mécanismes alternatifs et les perspectives 
Même si nous avons démontré l’existence de la dichotomie entre la chimiotaxie et la limite 
des phases G2/M chez les cellules humaines, les mécanismes étudiés nous démontrent qu’au 
moins certaines voies de signalisation proximales restent intactes durant la division cellulaire. 
La section suivante aborde une proposition alternative sur le mécanisme de la dichotomie 
chimiotaxie/division cellulaire.  
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4.2.1 L’hypothèse alternative 
Notre réflexion ne s’arrête cependant pas aux résultats observés dans la présente étude. 
Effectivement, ces résultats nous révèlent encore plus d’informations qu’il ne peut le sembler 
aux premiers abords : si les voies de signalisation découlant de CXCR4 sont toujours 
observables lors de la synchronisation des cellules, la chimiotaxie, elle, ne l’est pas. Nous 
émettions donc l’hypothèse que la polarisation unipolaire ne peut possiblement pas survenir 
lorsque les cellules sont engagées dans une polarisation bipolaire.  
 
Ainsi, comme hypothèse alternative, nous envisageons que bien que les cascades 
signalétiques de CXCR4 demeurent intactes durant les phases G2/M, leur polarisation 
unipolaire, essentielle à la chimiotaxie, n’est plus possible en phases G2/M. En d’autres mots, 
la polarisation bipolaire caractéristique de la division cellulaire l’emporterait sur la polarisation 
unipolaire.  
 
Cette hypothèse alternative concorderait effectivement avec des observations qu’à faites 
Janetopoulos avec les amibes : les cellules engagées dans le processus de division, dont la 
polarisation est bipolaire, ne peuvent engager la chimiotaxie, dont la polarisation est 
unipolaire [95]. De plus, ces résultats concordent avec le modèle de Mitchinson qui prédit que 
les cellules de levure Schizosaccharomyces pombe doivent avoir engagé le mode de 
bipolarisation avant l’entrée en phase M, et donc en phase G2 [91].  
 
4.2.2 Les perspectives 
Selon nos observations, nous envisageons que la dichotomie étudiée est la conséquence 
d’une impossibilité des cellules de réorganiser leur polarisation lors de la division cellulaire, 
sans pour autant inhiber les voies de signalisation proximales du récepteur.  Nous présentons 
ici les mécanismes que nous étudierons afin de mieux comprendre la dichotomie chimiotaxie/ 
mitose. En un premier temps, nous aborderons l’inhibition de la protéine Gβγ et dans un 
deuxième temps, nous explorerons les voies de polarisation cellulaire par l’étude du 
phospholipide PIP3 ainsi que la distribution des RhoGEFs RhoA et Rac/Cdc42. 
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Les figures 16 et 17 montrent, respectivement, les mécanismes étudiés durant cette étude 
et les mécanismes à explorer selon nos perspectives. 
 
4.2.2.1 La distribution des marqueurs de polarisation PIP3 et les RhoGEFs 
Nous allons maintenant proposer des démarches pour tester la deuxième hypothèse, selon 
laquelle non pas la signalisation, mais la polarisation de la réponse signalétique d’une cellule à 
la limite des phases G2 et M est altérée.  
 
4.2.2.1.1 La polarisation de la cellule par PIP3 
Nous avons mentionné que le PIP3 détermine le pôle dirigeant durant la chimiotaxie et les 
extrémités opposées à la plaque mitotique durant la mitose. Il sera donc pertinent d’étudier la 
répartition du PIP3 en réponse à la chimiokine CXCL12 lors de la synchronisation des cellules à 
la limite des phases G2/M. Ceci permettra alors de vérifier si la polarisation unipolaire peut – 
ou ne peut pas – s’exécuter.  
 
Puisque PIP3 n’est pas une protéine, nous ne pouvons pas étudier directement sa 
répartition à la membrane cellulaire. Janetopoulos propose alors d’utiliser un domaine PH 
couplé à une protéine fluorescente : le PIP3 constitue effectivement le site de recrutement du 
domaine PH [36-38]. Ainsi, il nous sera possible, par l’entremise du PH-YFP, de suivre la 
répartition du PIP3 [95]. C’est en outre ce que démontre Janetopoulos dans son article : la 
protéine de fusion PH-YFP est bel et bien localisée à la membrane cellulaire de façon bipolaire 
lorsque les cellules des amibes sont en division. Lorsque les cellules suivent un gradient 
chimioattractants d’AMPc, PH-YFP ne se retrouve qu’au pôle dirigeant. Nous utiliserons une 
fois de plus la technique de recombinaison d’ADN afin de produire le plasmide PH-YFP et 
introduire ce plasmide par infection lentivirale dans les cellules Reh. Nous pourrons suivre la 






Figure 16. Mécanismes explorés et conclusions posées durant la présente étude.  
Cette image fut créée à partir de la banque d’images vectorielles Servier’s Vectorial Powerpoint images 
bank. À noter que la représentation spatio-temporelle des protéines n’est pas respectée. Gαi signifie 
« la protéine G trimérique, sous-unité α ». cAMP ou AMPc signifie « adénosine monophosphate 
cyclique ». PKA signifie « protéine kinase A ». ATP signifie « adénosine triphosphate ». Une flèche 





Figure 17. Mécanismes à explorer pour les perspectives du projet et conclusions attendues. 
Cette image fut créée à partir de la banque d’images vectorielles Servier’s Vectorial Powerpoint images 
bank. À noter que la représentation spatio-temporelle des protéines n’est pas respectée. Gα12/13, Gβ 
et Gγ signifient « les protéines G trimériques, sous-unité α12/13, β ou γ ». RhoGEFs signifie « facteurs 
d’échange du guanosine de Rho (Homologue de la famille de gênes Ras) ». ROCK signifie « kinase 
associée à Rho ». RhoA signifie « Homologue de la famille de gênes Ras, membre A ». PIP2 et PIP3 
signifie « phophatidyinositol-4,5-bisphosphate » et « phophatidyinositol-3,4,5-trisphosphate », 
respectivement. Rac/cdc42 signifie « substrat C3, en relation avec Ras, de la toxine botulique/ 
Homologue de la protéine 42 contrôlant la mitose ». PI3K signifie « kinase de PIP3 ». RacGEFs signifie 
« facteurs d’échange du guanosine de Rac (substrat C3, en relation avec Ras, de la toxine botulique) ». 





Nous savons que les cellules non synchronisées deviendraient polarisées de façon 
unipolaire en présence de chimiokine. Nous savons aussi que les cellules en division cellulaire 
(et en fin de la phase G2) sont polarisées de façon bipolaire. Selon l’hypothèse alternative, la 
stimulation des cellules pré-B avec la chimiokine CXCL12 ne devrait pas perturber la disposition 
du PIP3 aux deux extrémités polarisées d’une cellule en division : les cellules en division 
resteraient polarisées de façon bipolaire. 
 
4.2.2.1.2 La polarisation de la cellule par Rac/Cdc42 et RhoA  
Si le PIP3 définit la polarisation de la cellule, ce sont très certainement les RhoGEFs 
Rac/Cdc42 et RhoA qui jouent le rôle du maintien de cette polarisation. Nous désirons donc 
examiner, au même titre que le PIP3, leur répartition à la membrane cellulaire lors de la 
synchronisation des cellules à la limite des phases G2 et M, et lorsque stimulés par un 
chimioattractants.  
 
Pour ce faire, nous utiliserons la technique de recombinaison d’ADN avec deux protéines 
fluorescentes différentes afin de suivre la ségrégation de Rac/Cdc42 et RhoA. Nous 
obtiendrons les plasmides Rac/Cdc42-YFP et RhoA-CFP (pour « Cyan Fluorescent Protein ») qui 
seront ensuite introduits dans les cellules Reh par la méthode d’infection lentivirale. Leur 
ségrégation serait suivie par microscopie. 
 
En 2001, David Michaelson et ses collaborateurs ont justement utilisé des constructions des 
RhoGEFs Rac, Cdc42 et RhoA avec une GFP afin d’étudier au microscope leur localisation dans 
les cellules. Ils ont pu observer que Rac et Cdc42 sont généralement situés à la membrane 
cellulaire alors que RhoA est une protéine cytosolique [134]. Cependant, ils n’ont pas exploré 
la coexpression de Rac/Cdc42 et RhoA et donc la ségrégation réciproque de ces RhoGEFs.  
 
De plus, ils n’ont pas étudié la réorganisation de ces RhoGEFs à la suite d’une stimulation 




Selon notre hypothèse, dans des cellules non synchronisées, nous nous attendons à 
observer que Rac et Cdc42 sont redistribués au pôle dirigeant durant la chimiotaxie, alors que 
RhoA se retrouve dans la queue traînante. Cependant, Rac et Cdc42 seront ségrégués aux 
extrémités des cellules en division cellulaire, alors que la protéine RhoA sera présente à la 
plaque mitotique : le rôle de Rac/Cdc42 dans la stabilisation de l’adhésion du cytosquelette de 
microtubules aux kinétochores et le rôle de RhoA dans la formation de l’anneau contractile 
nous permettent d’émettre avec confiance ces prédictions [98, 135, 136]. L’hypothèse 
alternative prédirait en revanche que les cellules en division (et donc les cellules synchronisées 
en G2/M) ne pourront pas modeler la distribution des RhoGEFs afin d’adopter une polarisation 
unipolaire lorsque stimulées avec la chimiokine. 
 
Nous explorerons, en même temps, l’hypothèse que les RhoGEFs peuvent être activés sans 
toutefois remodeler leur polarisation. Afin de démontrer que les RhoGEFs Rac et Cdc42 restent 
sensibles aux cascades signalétiques engendrées par la liaison de la chimiokine sur son 
récepteur, nous proposons d’utiliser un rapporteur BRET. Puisque l’activation de Rac/Cdc42 
mène à l’activation de PAK1 par interaction protéine-protéine directe, nous proposons de 
construire un rapporteur de type Rluc3-PAK1-Rac/Cdc42-GFP10 [45]. Cette technique a déjà 
été utilisée auparavant dans la littérature. L’équipe du Dr Matsuda a utilisé un rapporteur 
semblable, mais en transfert d’énergie par fluorescence (FRET) : leur construction était un 
rapporteur YFP- PAK1-Rac/Cdc42-CFP, qui leur permettait d’observer où et quand l’activation 
de Rac/Cdc42 se produisait chez les cellules vivantes [137]. Cette technique ressemble 
d’ailleurs à celle que nous avons employée pour l’étude de l’activité de la protéine Gαi par le 
rapporteur GFP10-Epac-Rluc3. Nous pourrons donc suivre si Rac/Cdc42 est activé (signal BRET 
élevé) ou non (signal BRET faible). L’avantage d’utiliser un biosenseur BRET plutôt que le 
rapporteur original de Matsuda réside dans la possibilité de quantifier le signal obtenu et 





Ainsi, nous nous attendons à observer que malgré la synchronisation des cellules à la limite 
des phases G2 et M, la stimulation par la chimiokine CXCL12 permettra d’observer une 
activation de Rac et de Cdc42, démontrant ainsi que les voies de signalisation restent, en 
principe, intactes chez les cellules en division, mais non pas leur répartition dans la cellule. 
 
4.3 « Go-or-Grow » 
Nous avons mentionné que le phénomène de dichotomie que nous avons observé, 
démontré et étudié au courant de notre travail, n’avait que très peu été étudié et reporté dans 
la littérature. Il est cependant intéressant de noter qu’un phénomène apparenté a déjà été 
observé à maintes reprises dans la littérature. Ainsi, par ces observations, certaines équipes 
ont établi les fondations de notre projet. C’est ce que nous aborderons dans la section 
suivante. 
 
Tel que mentionné, nous avons fondé notre étude sur la dichotomie entre la chimiotaxie et 
la limite des phases G2/M spécifiquement. Il est intéressant de noter que la dichotomie entre 
la migration cellulaire et la prolifération d’une population de cellules a été décrite sous le 
terme « Go-or-Grow » dans la littérature. Cependant, cette appellation est utilisée pour décrire 
une population de cellules cancéreuses et compare la capacité d’un cancer à proliférer avec sa 
capacité à métastaser. Le « Go-or-Grow » n’est pas applicable à ce que nous avons étudié avec 
le modèle de la dichotomie entre la chimiotaxie et les phases G2/M au niveau unicellulaire; il 
décrit la nature d’une population de cellules (e.g. un cancer) à diminuer sa réponse aux signaux 
de migration lorsque la prolifération est accrue.  
 
Ces deux dichotomies ne réfèrent pas exactement aux mêmes mécanismes, mais la nature 
de ceux-ci pourrait être similaire. Effectivement, la dichotomie chez une cellule entre la 
chimiotaxie et les phases de polarisation bipolaire du cycle cellulaire (G2 et M) pourraient 
expliquer la tendance « Go-or-Grow » d’une population. Puisque le modèle « Go-or-Grow » 
est étudié dans la littérature, alors que la dichotomie sur laquelle nous nous penchons est 
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encore peu étudiée, nous avons décidé de développer un peu plus sur ce modèle afin de 
comparer nos observations. 
 
Ainsi, en 1996, l’équipe de Giese fut la première à rapporter cette observation chez les 
astrocytes humains [138]. Leur conclusion, et celle des équipes qui suivirent ces recherches, 
est telle que plus une population de cellules a tendance à proliférer rapidement, moins celle-
ci aura tendance à migrer. Ainsi, les astrocytes cancéreux les moins prolifiques ont tendance à 
favoriser des rechutes lors des traitements [138]. Cette caractéristique s’explique par leur 
tendance à migrer plus facilement et ainsi de créer des métastases. 
 
Cependant, le phénomène de « Go-or-Grow » ne fait pas l’unanimité. En 2003, Corcoran et 
Del Maestro entreprennent de tester l’hypothèse du « Go-or-Grow » dans les cellules de 
médulloblastomes et démontrent une corrélation positive entre le nombre d’événements de 
mitose et la prolifération d’une masse cancéreuse de médulloblastomes [139]. De façon assez 
intéressante, leurs résultats démontrent aussi que la mitose et la prolifération ne se produisent 
pas en même temps au niveau unicellulaire, et sont mutuellement exclusifs. Or, les auteurs ne 
font pas mention de ces résultats; ceux-ci sont soulignés par Peter D. Canoll et Jeffrey N. Bruce, 
dans la section « commentaires » du même article. Il semble donc que la dichotomie que nous 
étudions ait déjà été observée, sans pour autant avoir suscité un intérêt particulier. 
 
De plus, le Dr Balázs Hegedűs et son équipe ont démontré en 2013 que la prolifération et la 
migration possèdent aussi une corrélation positive chez les mélanomes et les cancers du 
poumon [140]. Donc, chez certaines lignées cancéreuses, plus la population démontre une 
tendance à proliférer, plus elle a tendance à migrer et ainsi créer des métastases [140]. 
Ils expliquent leur observation en faisant le lien entre la durée de la division cellulaire et la 
migration : plus la division cellulaire d’une cellule est longue, moins la population cancéreuse 
aura tendance à migrer, peu importe la prolifération. Cette dernière observation ouvre la voie 






Dans le présent travail, nous avons apporté la démonstration de la dichotomie entre la 
chimiotaxie et la division cellulaire à la frontière des phases G2 et M, chez les cellules 
humaines. Il s’agit de la première démonstration de cette dichotomie chez les cellules 
humaines. Effectivement, nous avons décidé de tester si le modèle NETO, apporté par 
Mitchison et Nurse en 1985, s’appliquait aux cellules humaines. L’hypothèse apportée par le 
modèle NETO prévoit que les cellules de levure doivent engager un mode de polarisation 
bipolaire avant leur entrée en mitose. Ainsi, nous avons synchronisé les cellules à la frontière 
des phases G2 et M afin de démontrer cette dichotomie chez les cellules pré-B humaines. Nos 
résultats démontrent donc que la dichotomie chimiotaxie/mitose s’applique avant même 
l’entrée des cellules en mitose : dès l’adoption d’un mode de polarisation bipolaire, les cellules 
ne peuvent plus engager la chimiotaxie. 
 
Dans notre travail, nous avons aussi exploré les mécanismes impliqués dans la dichotomie. 
Nous avons étudié l’endocytose du récepteur CXCR4 lors de la stimulation avec CXCL12, un 
processus dépendant de la protéine β-arrestine. Nous avons aussi étudié l’inhibition de la 
production d’AMPc par la sous-unité Gα des protéines G hétérotrimériques. Finalement, nous 
avons exploré l’activation des kinases ERK 1/2, un résultat de l’activation classique de la 
protéine β-arrestine et des protéines G hétérotrimériques : ces résultats nécessiteront 
cependant d’être refaits. 
 
De façon intéressante, les voies des protéines Gαi et β-arrestine explorées restent intactes 
durant la bipolarisation des cellules. Ainsi, il est raisonnable de conclure ces voies ne sont pas 
impliquées dans la régulation de la réponse chimiotactique durant la mitose. Nous discutons 
ainsi d’une hypothèse alternative pouvant expliquer cette dichotomie et nous présentons les 
méthodes que nous proposons d’utiliser afin d’explorer ces mécanismes dans les années à 
suivre. Entre autre, nous proposons d’étudier la répartition du phospholipide chargé PIP3 à la 
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